UNIVERSIDAD ~ NACIONAL  AUTONOMA
DE MEXICO

Facultad de Estudios Superiores *‘Cuautitldn’’

DESARROLLO DE LA TECNICA DIFERENCIAL PARA BL
GONTROL DE CALIDAD DE LA VAGUNA TRIVALENTE
ANTIPOLIOMIELITICA SABIN (ORAL).

3
I

(I

Que para obtener el Titulo de
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

P r e s e n t a

JACQUELINE NAVARRO URIARTE

Director: Q.B.P. Inés Barrén N. y M.V.L. Gerardo Gruz J.

Cuatitldn Izcalli, Edo. de México 1985



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE
XXXXXX

" Alegrémonoe de la vida, porgue nos da la oportunidaed de
amar, trabajar, jugar y mirar les estrellas "

Henry Van Dyke

KHKHKHHXKHK KK KKK XK HXKERX KKK IKHKHXXKXKKHHH KK KXKK KKK KKK IXHLKIHKK X HKXXHKKAKK



II.
II1.

Iv.

VI.
VII.
VIII.
IX.

INTRODUCCION

ANTECEDENTES GENERALES

1.

10.
1.
12.

13.

HISTORIA

AGENTE ETIOLOGICO
SIGNOS CLINICOS
PATOGENESIS Y PATOLOGIA
HISTOPATOLOGIA
EPIDEMIDLOGIA

VACUNAS

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO
AISLAMIENTD DEL VIRUS
SEROLOGIA

INMUNOENSAYO ENZIMATICO
INMUNIDAD

FUNDAMENTO

0BJETIVOS

MATERIAL

METODOS

RESULTADDS

DISCUSION

CONCLUSIONES

APENDICE

BIBLIDGRAFIA

PAGINA

10
12
1
19
27
29
32
33
34
39
L4
45
50
64
75
a7

90



INTRODUCCION
XXKKXXHKKX XK

" Emprenda todo lo que puede hacer, o haya sofiado que puede
hacer. €l arrojo lleva consigo genio, fuerza y magia "

Goethe
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HISTORIA.- Aun cuando la poliomielitis probablemente ha sido un pro
blema infecciosu desde la antigiiedad, no se reconocid en toda su amplitud
sino hasta finales del siglo XIX, cuando se describieran las primeras epi

démias graves en Europa y posteriormente en E. U. A. ( 20, 4Ba, 46 ).

La poliomielitis no fue reconocida como una entidad clinica distinti
va hasta que Michael Underwood, un médico inglés publich su tratado sobre
enfermedades de los nifios en 1784. En el principio del siglo XIX, el tra
tamiento consistla en fuertes purgas, ampollas, sangrias y aun electrici-
dad aplicada a el miemhro afectado. Muchos médicos asociaron los dientes

con la enfermedad pero esta comunicacidn no fue aprecieda ( 63 ).

En 1840 Jacob Heine, un ortopedista alemén y exponente de la medici-
na fisica publich el primer estudig sistemitico de " Paralisis Infantil -
Espinal ". Cincuenta afios mas tarde el pediatra Suizo Ivar Wickman nom -
brd a la poliomielitis enfermedad de Heine-Medin como justificecidn a Hei

ne, nombrandose de esta manera por 12 afios o mas ( 63 ).

Heine anotd las siguientea carscteristices de la enfermedad aguda: -
los pacientes tenian de 6 a 36 meses de edad, precedidos de buena salud -
antes de la enfermedad. Los paclentes estaban sufriendo manifestaciones
irritativas y convulsivas las cuéles en la mayoria de los casos precedian
a la paralisis de ambas extremidades inferiores. E1 concluyé gque los sig
nos y sintomas correspondian " & una afeccion en un punta del sistema ner

vioso central, nombrado médula espinal " ( 63 ).



En 1870 Jean Martin Charcot y su colega A. Joffroy notd cambios mi--
croscipicos en el asta anterior de la materia gris de la médula espinal -
de una victima de poliomielitis., Charcot reconocid que estas particula--
res células motoras eran extremadamente vulnerables al " veneno " genera-
do durante la enfermedad esguda confirmande lo dicho por Heine. Los des--
cubrimientos de Charcot y otros establecieron la neuropatologla de la po-
liomielitis y permitieron a los médicos diferenciar esta enfermedad de --

otras enfermedades del sistema nervioso central ( 63 ).

Karl Oskar Medin en 1887 investigl una epidemia de 44 casos de polig
mielitis en Sulza. E1 reconocid que una enfermedad sistémice con fiebre
y malestar general padria estar acompefisda por la implicacion del sistema

nerviosos central ( 63 ).

Después de estudiar una devastadora epidemia Escandinava en 1905, --
Uickman alumno de Medin concluyd gue el periodo de incubacidn de la enfer
medad menor fue de 3 a 4 dias y el periode de incubacidn para la enferme-
dad mayor con fiebre y paralisis fue de 8 a 10 dias. El se dio cuenta de
que la enfermedad era altemente contagionsa y que a menudo era extendida -
por individuos infectados subclinicamente. Las implicaciones de la infor
macién epideminlégica derivada por los investigadores Suizes no fue apre-

ciada completamente por los Americanos durante muchos afios ( 63 ).

En diciembre de 1908 en Vienna Harl Landsteiner, el renombrado inmu-

nologo y su asistente reportaron gue la poliomielitis era causads por un



agente filtrable. Ellos mostraron gue suspensiones de la medula espinal

de un case de poliomielitis aguda produjo uma enfermedad similar en 2 mo-
nos. Un mano murid después de una breve enfermedad y el otra mono desa--
rrollé paralisis, pero awbes animales mostraran cambios caracteristicos -

gn las células de les astas anteriores de la médula espinal ( 63 ).

Este descubrimignto inicial iwplicd un trabesjo adicional por Landg--
teiner y C. Levaditi, el cual mostraba que los virus podrian ser recupera
dos de amigdalas, secreclones nasales, gléndulas salivales y rudas linfa-
ticos mesentéricos de casos humanos fatales de infecciones naturales de -
poliomielitis claramente establecidas. Un poco mds tarde, Simon Flexner
y sus colasboradores en el Instituto Rockefeller pasaron sucesivamente pa-
liovirus de mono a mono. De 1909 a 1912 nuevos descubrimientos fueron he
chos en el campo de los poliovirus ambns en los Estados Unidos y Eurcpa.
Flexner y Paul experimentaron con anticuerpes de poliomielitis o sustan-—-
ciss germicidas. A. Metter y Levaditl encontraron anticuerpos neutrali--
zantes en la sangre de humanos recuperados de la poliomielitis. Flexner

en sus experimentos observd el neurotropismo como propiedad de los polio-

virug ( 63 ).

El concepto de que la infeccidn ocurria via nasal y que los virus en
tonces migran a lo largo de los nervinos olfatorios al cerebro duro hasts
1952. En aguel afio Dorathy M. Horstman mostrd que los poliovirus entraban
al torrente sanguineo durante el pericdo de incubacidn en monas cynomol--
qus infectadss por la via oral, el descubrimiento de la viremia en la po-
liomielitis humana significd gue pequefias cantidades de anticuerpos circy
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lantes podrian probablemente neutralizar el virus antes de que é1 invada
el sistems nervioso central. E1 interés plblico en poliomielitis fue es-

timulado por la eleccidn del Presidente Franklin D. Roosevelt ( 63 ).

£l desarrollo de una vacuna segura fue a causa del reporte en 1949 -
por John F. Enderds, Thomas H. Weller y Frederick C. Robbins acerca de --
que los paliovirus podrian crecer en cultivos de tejido embrignarios huma
nos ( 17 y 63 ) no nervipsos (2) y producian un caracteristico efecto ci-
topético ( 3, 17, 28, 37 y 63). Este reporte tuvo indudablemente la més
grande influencia scbre el desarrollo de la virologie durante las dos dé-
cadas siguientes ( 5 ). Por su logré a estos investigadores les fue dado
el premio nabel en 1954 (17 y 63 ). |

£1 refinamiento y aplicacidn general de la técnica de cultive celue-
lar no solamente permitid el descubrimiento de un gran nimers de virus --
desconocidos hasta ese momento, sine que también Facilité grandemente los
estudins Fisicoquimicos de los virus y el desarrollo de vacunas profilac-

tices (2 y 17 ).



AGENTE ETIOLOGICO.- €1 poliovirus perterece a la familia Picornavi-
rus, el nombre fue adoptado por The International Committe of Virus Nomen
clature fue derivado de la conjuncifn " pico " significando muy pequefio y
RVA por el tipo de Acido nucleico encontrado en 6iembrns de la familia --
( 14 y 21 ) este &cido nucleica es de una sola tira con un peso molecular

de 2 a 2.8 x 10°

daltons, constituye alrededor del 30% de la masa de la -
particula viral. La nucleocdpside posee simetria clbica, es desnuda care
ciendo de lipidos esenciales y fluctla en diametro de 20 a 30 nm ( 19, 21,

24 ).

La maduracifdn del virus tiene lugar en el citoplasma, la familia in-
cluye dos grupos Enterovirus y Rhinovirus, cuyos miembros infectan comiin-
mente al humana ( 4, 14 y 21 ). Los tres serotipos de paliovirus estan -
incluidos en gl grupo de los Enterovirus (21) clasificacidn dada por The
Committe on Typing of the National Foundation for Infantile Paralisis --
( 1957 ) para poliovirus ( 46 ). El virién es icosaédrico desnudo ( &4, -
14 y 56 ) y cépside compuesta de 60 coplias o subunidades idénticas, forma
des cada una de las cuatro proteinas estructurales o de cubierta (4 y 56 )
egtas proteinas de cubierta san VP 1, VP 2, VP 3 y VP 4 y dos copias de -
VP O el precursor de UP 2 y WP & ( 27 y 45 ). Se ha establecida que VP 1
es la proteina de superficie expuesta predominantemente, WP 2 y VP 3 es--
tan también localizadas externamente, pero son significativamente menos -
extensas que UP 1 mientras que VP 4 parece ser completamente interna (12)

y relacionada al RNA viral en asociacién ( 13 y 14 ).



Quimicamente los virus desnudos como el poliovirus estan constitui--
dos solamente de proteina y Acido nucleico siendo este el &cido ribonu---
cleico (2) gue es inactivado por luz ultravioleta y por desecacifin gene--
ralmente pero preservado per congelacion ( 21 y 24 ). Los poliovirus son
establlizados a temperaturas altas en concentraciones iénicas molares de
cationes divalentes como el MgCl2 ( 31). Los poliovirus son relativamen
te estables en pH Acido de 3 a 5 durante 1 a 3 horas ( &4 y 24 ) insensi--
bles sl éter ( 24 ).

El poliovirus se inserta a receptores celulares especificos. La pre
sencia de estos receptores controla la susceptiblilidad a la infeccion vi
ral ( 24 ). E1 cromosoma 19 del humano contiene la informacién genética
pare este sitio. Los 3 tipos antigénicos de poliovirus cepas Lansing, --
Brunhilde y Ledn ( 43 y 63 ), cada uno de ellos posee dos antigenos dig--
tintivos que son detectables por Fijacion de complemento y precipitacién.
El antigeno D & N por nativo estd asociado con particulas intactas vira-
les infecciosas, en tento que el C 4 H por calentamiento esté asociado --
con particulas virales conteniendn poco ANA o sin &1 no infeccinsas ( 35

vy 52).

In Vitrg los 3 serotipos crecen solamente en cultivos celulares deri
vados del hombre y de primates. GSolamente el hombre, chimpaces y los mo-

nos Cynomolgus pueden ser infectadss por la via oral { 26 ).



SIGNOS CLINICOS.- La poliomielitis fue experimentalmente transmiti-

da a mono en 1903 por K. Landsteinery €. Popper ( 2 ).

La piedra angular de la poliomielitis paralitica es la paralisis asi
métrica y flécida de las extremidades con o sin paralislis bulbar que se -
desarrolla aproximadamente de 1 a 2 % de todas las infecciones. Estes --
caracteristicas son casi siempre (nicas pora las infecciones por poliovi-
rus sin embargo otras infecciores por enteravirus ( Cosackie, entero 71 )

han sido considerados como causas importantes de este sindrome ( 20 ).

Clinicamente después de un perindo de incubacién de 1 a 2 semanas -~
(con extremos de 3 a 35 dias ) las manifestaciones pueden ser:

1.~ Poliomielitis Abortiva., Esta es la manifestacidn més comin, ca
racterizada por malestar, fiebre, delor de cabeza, letarge, vémito, cons-
tipacidn, dolor de garganta o muscular en varias combinaciones. El pa-—-
ciente se recupera en unos cuantos dias, el diagndstico de le poliomieli-
tis abortiva sflo puede hacerse cuando se aisla el virus a partir del pa-

ciente o cuando se comprueba que ha elaborado anticuerpos ( 2 y 24 ).

2.- Poliomielitis no Paralitica (meningitis aséptica). E1 paciente
usualmente maniftesta los sintomas mencionados en poliomielitis abortiva
y entonces desarrolla meningitis aséptica con rigidez, doler en el cuells
y espalda. La enfermedad normalmente dura de 2 & 10 dias y el paciente -
se recupera rapida y completamente ( 2 ). En una peguefia proporcibn de -

enfermos la enfermedad evoluciona hasta la pardlisis. En susencia de ~--
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diagndstico viroldgico debe sospecharse la presencla de poliovirus si la
enfermedad se presenta en personas asociadas a paclentes gue presentan la

forma paralitica ( 24 ),

3.~ La poliomielitis Paralitica. Solamente pequefios porcentajes de
pacientes con poliomielitis no paralitica o abortiva desarrollan pardli--
gigs. Ocasionalmente la pardlisis es manifestada sin una fase antecedente.
La caracteristica clinica predominante es una parélisis flécida resultado
de lesiones causadas en las motoneurcnas ( 2 ); sin embargo tembién puede
ccurrir una incordinacifn consecutiva & la invasidn del tallo encefélica,
asi como espasmos dolorosaos de les misculos no paraliticos, puesto que --
las célules de las astas anteriores de la médula espinal”son invadidas --

por los virus. La cantidad de dafio varia grandemente ( 24 ),

Menos frecuentemente, la pardlisis puede ocurrir en misculos que es-
tan enervados de la médula. Esta es llamada pardlisis bulbar y puede te-
ner un grado e severidad, debilidad o paralisis de solamente ciertos mis
culos por ejemplo, misculos Facliales, implicacion de los centros vasamotg
res o respiratorips. La muerte por poliomielitis es debida usualmente a
la implicacitn de las células de las astas anteriores de las cuales los -
nervios frénicos e intercostales son derivadas (2). La afeccifdn de los -
misculos genegflmente £3 méxima dentro de los primeros dias después de la
iniciacién de 1s fase paralitica ( 24 ), 1a méxima recuperacifin es ohser-
vada dentro de los seis meses, pero ocasionalmente puede tomar de 1 a2 a

fins., E1 atague de la enfermedad es a menudo sbrupto en nifios; en adultos



el atague es gradual y la enfermedad es mAs severa con una proporcién de

martalidad que aumenta: con la edad ( 2 ).



PATOGENESIS Y PATOLOGIA.- Los virus son parésitos obligados intrace
lulares. Llos virus entran al huésped susceptible por varios mecanismas y
se multiplican en varics tejidos sabre su camino a el Grgano seleccionado
u organos blancos. Aqui el virus invasivo se multiplica a un nivel erity
ca, con acompafiamiento de necrosis celular, antes que la enfermedad se ma
nifieste. E1 huésped sucumbe a la infeccidn o se recupera en el (ltimo -

cago usualrenite con inmunidad durable ( 2 y 24 ),

Los virue entran al huésped a través de la cavidad oral y la multi--
plicacidin primaria ocurre en la bucoferinge o el intestino. El virus es-
ta presente con regularidad en la faringe y en las heces antes que la en-
Fermedad se establezca clinicemente, se multiplica en las .amigdalas, gan-
glios linfAticos cervicales y placas de Peyer. Posteriormente los virus
multiplicados pasan a través de los ganglios linféticos al torrente san--
guineo produciendo viremia, siendo favorecida por 1s probabilidad de que
las célulss del sistema reticulo-endoteliml experimente también multipli-
cecién viral lo cual ocasiana la prolongacion del estado virémico. Las -
vias por las cuales el poliovirus alcanza sl sistema nervigso central ---
{ 5NC )} no hen sido elucidedas sin embargo, se crée comlnmente que los vi
rug pueden alcanzar el SNC por via hematdgens y por viajar a lo largo de
los axones de los nervios perffericos. La diseminacifn viral por transmi
8i6n directa sangre-SNC se ve Favorecide por pequefias centidedes ( no pro
porcionando proteccion eficaz ) de anticuerpos circulantes en el sistema
circulatorio, mientras que el poliovirus después de diseminarse a lo lar-
go de los axones de los nervios periféricos hacia el SNC y de all! conti-
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nuar a lo largo de las flibras de las motoneuronas afcctando en forma cre--
ciente la médula espinal o el encéfalp. También se ha ohservado que la -
amigdaloctaomia ( la cudl presumiblemente expone los nervies terminales ),
inadvertidamente realizada durante el periodo de incubacion del virus ha
precipitado la pardlisis. Se ha sugerido que el trauma local induce au--
mento del flujo sanguineo al &rea correspondiente de la médula espinal y
que cuando esto ocurre durante el estado virémice de la infeccidn el vi--

rus tiene mas oportunidad de invadir la médula espinal ( 2 y 24 ).

(N



HISTOPATOLAGIA.~ En las virosis que afectan al SNC las células ner
viosas infectadas cesan frecuentemente de multiplicarse y sufren una li-
sis como se ve en las secciones histolégicas de los casos fatales de po-
liomielitis ( 2 ), La sintesis de proteinas es inhibida en las células
invadidas por el poliovirus ( 19 y 49 ), cuando esto sucede hay cambios
estructurales en la membrana celular { 7 ) y una répida inhibicibn de --

sintesia ( 27, 37 y 50 ).

Los poliovirus invaden preferentemente las células nerviosas espe--
clalmente las células de las astas anteriores de la médula espinal. Sin
embargo, en casos severos las astas posteriores tamblén estan involucra-
das, edemis de que los poliovirus son observados en el tallo ceresbral --
hesta el hipotdlamo. E1 nervio del niclea craneal generalmente muestra
cambios degenerativos. Por la formacidn reticular el nicleo vestibular
y el nicleo cerebeloso profundo son las dreas més severamente afectadas

del cerebro ( 2 ).

La mas difusa infiltracidn perivascular focal de linfocitos y algu-
nos polimorfos es ehserveda; células plasmfticas y microglia son caracte
ristices constantes del ataque viral sobre células nerviaosas. Las célu-
las de las astas anteriores muestran primero cromatolisis ( disolucién -
de la sustancia de Nissel ) e hinchazin o tumefaceidn. Los niicleos son
entonces desplazados y muestran pérdida de tincifn empszendo & ser picng
tices siendo destruidas eventuslmente., Finalmente la células infectada -
es fFragmentada, eliminada a través de neurofagia y remplazade por una ci

catriz astroglisl. Ademés del dafio nervioso celular se puede ohservar -
12



en alqunos casos miocarditis, ulcerscién de las placas de Peyer, hiper--
plasia linfAtica y prominencia de folicules, expansién de ganglins linf

ticos y esplécnicos ( 2, 19 y 49 ).
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EPIDEMIOLOGIA.~ La poliomielitis se transmite principalmente por -
las vias feco-oral en medio insalubre pero también puede haber disemina-

cidn por contacto o serasol.

Los virus aun estan diseminados mundialmente, especialmente en pai-
ses en vias de desarrollo incluyendo a México ( particularmente infeccig
nes de tipo 1 ) o en asociacidn con vacunas de virus vives ( 20 ). Cer-
ca del 90% de infecciones en Norteamérics y Europa Occidental son causa-
das por el poliovirus tipo 1 y esporddicemente por el virus tipo 3. EL
poliovirus tipo 2 es el menos involucredo en lae &reas anteriormente men
cionades pero en otras éress como el Medio Oriente a ocasionado infe---

cciones severas.

El tracto alimenterio del hombre, especialmente nifios pieescolares
son los reservorios del virus., La enfermedad es mas frecuente durante -
el verano y en los trépicos que en zonas templadas y climas frios aungue
se ve favorecida sl contacto humano ampliando le diseminacién del virus
a nifios y personas susceptibles. Durante las epidémizs muchas especies
de moscas pueden servir como portadores mecdnicos de los virus y as{ con

teminar alimentos y egua consumidos por individuss susceptibles ( 48 ).

La poliomielitis fue una enfermedad endémica en climas templados --
que afectaba solamente a nifins hasta gue las epidémias fueron reportadas
mas tarde en el siglo XIX en Suecia y en los Estados Unidos. George Col
mer describe cerca de 10 caesos en una comunidad de Louisisna en 1841, -

Después 2 médicos de Boston reportan 26 cases en 1893.
14
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En 1916 la parte narceste de los Estados Unidos Fue afectada por -
une devastadora epidemia de poliomielitis, en New York solamente hubp --

cerca de 9 000 casos ( 2 ).

Se pueden considerar tres Fases eptdemioldgicas principales de la -
poliamielitis; la endémica, la epidémice y la posvacunal. Todas estas -

fases coexisten actualmente en diferentes regiones del mundo.

Comportamiento Endémico. En algunam Areas en desarrollo sobrepobla
das principalmente en los trépicos, la peliomielitis paralitica continda
siendo una enfermedsd de la infancia ( verdadera "Paralisis Infantil" ),
de la que se ve sﬁln algin caso raro y esmorédico en otras edades. En -
estas poblaciones virtualmente todos los wifios de mas de cuatro afios de
edad ya estan inmunizados. Debido a la presencia casi universal de anti
cuerpas contra los tres tipos de virus poliomieliticos entre mujeres de
edad fértil, se produce una transferencia te inmunidad pasiva de madres
a hijos de mode que muchos recién nacidos experimentar8n sus primeras in
feccliones cusndo aun estaban protegidos parcialmente por los anticuerpos
maternos, Ademés los recién nacidos y nifius pequefios tienen uns frecuen
cia de infecciones no manifiestas mucho més alia en relacidn con las ma-
nifiestas, de modo que la pardlisis en estas condiclones es relativamen-
te rara y no ocurren epidémiss a pesar del hecho de que los virus de la
poliomielitis eirculan abundantemente., Lz rareza de ls poliomielitis --
clinica en los tropicos ha hecho creer en el pasado gue en esas areas no
hahia infeccién poliomielitica. La poliomizlitis era muy endémice sblo
que las infecciones eran casi totalmente asintdmaticas. €n 1974 en Gha-
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na, se encantrd una proporcidn de 7 par 1 000 nifios en edad escolar pade
ciendo cojera, aunque no habia evidencia de que hubieran ocurrido epidé-
mies en los afios inmediatamente precedentes ( 31 ), y se estimd que la-

incidencia anual de la enfermedad seria de cuando menos 28 por cada ----
100 000 habitantes, cifras comparables a las obtenidas en Europa ( 2 ) y

Estadas Unidos de América antes de la introduccifin de la vacuna.

Comportamiento Epidémico. Durante log primeras 50 o 60 afios del si
glo XX en los palses desarrollados la polipmielitis experimentd una ----
trangiciln de la Fase endémica & otra en la gue ocurrieron epidémias pro
gresivamente mayores y mas graves de la enfermedad paralitica. La expli
cacidn aceptada y confirmade por estudios es que la mejoria de las condi
cliones sanitarims e higiénizas redujo las oportunidades de que los nifios
pequefios contrajeran la infeccidn y en consecuencia un nimero creciente
de personas tuve su primer encuentro con el virus de la polio siends ya
nifios mayores o siendo adultos cusndo es mas probable que la infeccién -
poliomiel{tica adopte la forma paralitica. El retards en le adquisicién
de la infeccidn favorecia el progresivo aumento de personas susceptibles
hasta ser suficiente para una amplia y répida propagacian del virus. Eg
to fue el inicio de las epidémias a veces con aparicitn abrupts y otras
veces después de sumentos graduales de la frecuencia anual de casos "es-
poradicos" de poliomielitis. Durante las epidémiss la mayor incidencia
se ohserveba entre las edades decinco a nueve afios, y alrededor de un ~-
tercio de casps, dos tercios de les muertes ocurrién en personas de més
de 15 afios de edad. Esto constituyf una variacifn notable con respecto

a la gran epidemia de 1916 en ls que aproximadamente el 80 % de los pa--
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cientes fueron nifinos menores de cinco afios (31 ),

En la primera mitad del siglo XX se registré el mayor nimero de ca-
sds en naciones desarrolladas y en los sectores con niveles socioeconimi
cos mas altos de estas naciones sufrieron poliemielitis epidémica. Den-
tro de la misma ciudad, la diseminacion mas amplis de los virus de la pg
lio en las éreas de condiciones sanitarias e higiénicas inferiores provo
ch infecciones inmunizantes a unma temprana edad en mayor nimero de nifios
y asi redujo sus probabilidades de llegar a desarrollar la forma parali-

tica de la enfermedad.

Comportamiento en la Era Posvacunal. Comenzd para la mayor parte -
de los palses de Furopa, América del Norte y Ozeania, lo mismo que de al
gunas otras regiones del mundo cuando fue introducida en 1955 la vacuna
elaborada con virus muertos y luego continlo e pertir de los afios de ---
1959 a 1961, cuando estuvieron disponibles en gran escala las vacunas a
base de virus vivas atenuados. De irmediato se experimentd una notable

reduccibn en la incidencia de la poliomielitis en estas &reas.

Actualmente estan surgiendo formas epidemiologicas posvacunales en
las 4reas geogréficas consideradas comn adecusdamente inmunizadas por va
cunacidn, Estas formas son diferentes de un pals a otro y en cierto gra
do aun dentro de un mismo pais. Los virus vacunales se excretan abundan
tamente en las heces de los vacunados y entonces infectan a loa contac--
tos no vacunados. Los casos raros de poliomielitis que aparecen en es--

tas circunstancias, pudieran atribuirse a virus silvesires importados, -
17



pero quizés en algunos tasos pueden asoclarse con las mismas vecunas ---

( 31).

18

3y



VACUNAS.= En la actualidad existen dos tipos de vacunas eficaces,
la de virus muerto que se administra por inyececidn y la de virus vivo --

que se emplea por via oral (25). El acontecimiento que abrid el camino

para el desarrollo de una vacuna segura fue el reporte en 1949 por Jdohn
F. Enderds y colaboradores en el cual demostrarén gue el poliovirus cre

cia sobre cultivo de tejidos humanos embrionarics y producia un caracte

ristico efecto citopdtico ( 17 ).

a). Vacuna de Virus Muerto. En 1953 Jonas Salk reportd la efecti-
vidad de una vacuna inactivada con formalina sobre 100 voluntarios (63).
Egta vacuna es llamada de virus muerto y se prepara a partir de poliovi-
rus que se multiplican en cultivo de tejido renal de mono ( 31 ). Se --
dispone de ella desde 1855 afio en el cual le fue dada la licencia por el
Servicio Pdblico de Salud para usarla ampliamente paraproteger a nifigs -
en numercsos paises donde existian epldémias graves de poligmielitis las

cuales se vieron disminuidas con la vacunacign ( 83 ).

La vacuna contra la poliomielitis a base de virus inactivados se --
utiliza en Finlandia, Suecia, Holanda y algunas regiones de Canada, de--

mostrando ser muy eficaz ( 20 y 31 ), La vacuna se administra mediante

una inyeccidn subcuténes ( 20 ),

Se requieren cuatro inoculaciones para lograr la inmunizacion prima-
ria; las tres primeras se administran a intervalos de 4 a 6 semanas, y -
la cuarta se éplica entre 6 y 12 meses después ( 31 ). La vacunacifn --
primaria produce respuesta He anticuerpos de todos los seratipos de po--
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liovirus en més del 95% de los receptores. Con el fin de conservar la -
inmunidad, generalmente se considera neceserio emplear dosisde refuerzo

en periodos de 5 afios hasta que el individuo tenga 18 afias ( 20 ).

Actualmente se estudian algunes nuevas técnicas para mejorer la ca-
lidad de las vacunas de virus muerto. Un enfoque consiste en obtener --
una cancentracitn de virus sumamente elevads, purificarle y preparar a -
continuacion una vacuna subunitaria que no contiene &cido nucleico del -
virus, sino ciertos polipéptidos seleccionados que poseen ectividad anti
genica. Tal vacuns seria eleborads a partir de un componente antigenico
purificadc! que casl no contendria materisles extrafics, sing sdlo inte--

grantes precisos pafa producir une inmunidad de grade satisFactoria.
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CUADRO NQ 1

VACUNA DE VIRUS MUERTO

VENTAJAS

2'

Da una inmunidad humoral a un ndmerp satisfactorig de vacunados
sl se administran suficientes dosis.

Se puede incorporsr en los programas ordinarics de inmunizacidn
pedidtrica junto a otras vacunas ( OFT ),

La inactivacidn permite que se use en individuos con deficien--
cias inmunitarias o bajo tratamientos inmunosupresores, asi co-

mo en sus familiares.

La inactivacidn evita la posibilidad de mutaciones y la aparicidn
de virulencia. '

Al parecer, ha reducido considerablemente la propagacifn de los
poliovirus en palses pequefios donde se ha usado adecuadamente --
( vacunacibn amplia y frecuente ).

Puede resultar especialmente (til en algunas regiones tropica---

les.
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CUADRO N@ 1a

VACUNA DE VIRUS MUERTO

PROBLEMAS

1. Estudios anteriores indicaron que el nimerc de vacunados gue
produjo anticuerpos después de tres dosis fue decepcionante.a

2. En general se requieren dosis de refuerzo pare conservar con-
centraciones de anticuerpos detectablea.a

3. No produce inmunidad local ( intestinal ) en los vacunados.

4. Es mas costosa gue la vacuna de virus vivo.

5. Existen problemas en su preparacidn debido a la creciente es-
casez de ﬁunna.

6. El emplen de poliovirus infectentes como punto de partidas de
la vacuna podria dar lugar a una desgracia si ocurriera un -

fracasp en la inactivecidn del virus.

Nota:B Algunos de los resultados decepcionantes obtenidos en los prime
ros diez aflos posteriores a la introduccién de la vacuna de vi-
rus muerto pueden haberse debido, en perte s problemas gue en -

la actualided se encuentren resueltos ( 31 ).

- 22



b). Vacunas de Virus Vivo, Entre 1952 y 1955 verios investigado--
res lograrin preparar ciertas formas de vacunas de virus vivo atenuado -

mediante pases seriados en cultivo de tejida ( 31 ).

Uno de estos investigadores fue H. Koprowski quien desarrolio una -
vacuna atenuada ( viva ) de poliovirus tipo 2, Otras cepas atenuadas de
los tres tipos de poliovirus crecidos en cultivos celuleres, fueron sub-

sacuentemente desarralladas por A. B, Sabin en 1955-1957 ( 2 y 47 ).

La vacuna viva de poliovirus atenuados Fue introducida a partir de
1961 y ha remlazado grandemente a la vacuna de Salk en los Estados Uni
dos y en la mayoria de los palses del munda ( 2 ). La vacunacidn prima
ris groduce anticuerpos @ todgs los tres serotipes, en ms del 95% de -
los receptores estos snticuerpos permanscen durante varios afins iguel -
que con la vacuna inactivada, se recamiendan dosis de reactivacitn para

mantener concentraciones adecusdes de anticuerpos.

Lag ventajas principaleé te la vacuna oral incluyen la facilidad -
de la administracitn y el hecho de que los virus de vacuna desaparecen
en el aparato intestinal dando por resultedo inmunizacidn secundaria de
algunos contactos no inmunizados ( 25 ). €n las campafias de vacunacidn
realizadas con virus vivo, durente las primerns afos casi siempre ge ~-
emplearon vacunas monovalentes gue incorporaban cade serotipo por sepa-
rado, pero en la actualidad se utilizd ampliamente la vacuna trivalente.
Con las vecunas trivalentes el programa de vacunacicn estipula que la --
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primera dosis debe ser administrada a nifios de dos meses de edad; la se-
gunda y tercera dosis se &plice con intervalos de dos meses, y a los 18
meses de eded se da una cuarts dosis. Se debe administrar una dosis de
refuerzo slrededor de los eeis afios de edad y no se considera necesario

aplicar nuevos refuerzos en la mayor parte de los casas ( 31 ).

c). Efectos Colaterales en Reacciones Adversas de las Vacunas de -
poliovirus. Vacuna de poliovirus inasctiveda, debids a que contienen can
tidedes detectables de estreptomicina y neomicina existe la rempta posi-
billdad de gue se presenten reacciones de hipersensibilidad en persaonas

susceptibles a los antibifticos.
Vacuna de poliovirus por via cral, la enfermeded paralitica asocia-

da con la vacunacifn se considera gue es de frecuencla de uno en aproxi-

madamente 3.7 millones de dosis distribuides ( 20 ).
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CUADRO n@ 2

VACUNA DE VIRUS VIVO

VENTAJAS

1. Proporciona inmunidad humoral e intestinal, del mismo mado que la
infeccion natural,

2. La inmunidad que produce puede durar toda la vida.

(v
-

Induce la produccién de anticuerpos con suma rapidez en uns gran

proporcidn de los vacunados.

Pl
-

La administracipn por la via oral es més aceptable y fécil de 1o
grar que la inyeccidn.

5. No se requiere personal especialmente adiestrado para adminig---
trarla.

6. Cuando se la prepara en su forma estabilizeda puede conserver su

potencia en candiciones de campo dificiles, con poca refrigera--
cion y sin congelacifn.

7. En casos de epidemia, no solo induce la produccién répida de an-

ticuerpus, sino también infecta con prontitud el tubo digestivo
con lo que se evita la propagacién del virus causante de la epi-
demia.

8. Los costos de produccidn y administracitn son relativamente redy
cidos y no se requiere la aplicacifn de dosis de refuerzo poste-

riores.

0

Se la puede preparar en células humanas, y de este modo no depen

de del suministro continud de monps en cantidades grandes.
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CUADRD NQ 2a

VACUNA DE VIRUS VIvO

PROBLEMAS

1. Puesto que la vacung se elabora con virus vivos, puede haber muta
ciones, que en algunos casos raros han dado origen a neurovirulen
cia suficiente para causar poliomielitis parelitica en los vacung
dos o individuos con guienes han tenido contacto.

2. La progenie del virus de la vacuna se propaga por contecto a los
familiares del vacunado.

3. La progenie del virus de la vacuna también se propaga a indivuduos
de la misma poblacidn que no han aceptado ser vacunados. a

4. En algunos paises de clima cAlido he resultedo dificil lograr la
‘produccidn de anticuerpos en proporciones satisfactoriamene altas
en los vacunados, a menos que se repltan las dosis de vacuna., ==
En ciertas regiones, aun la inoculacién repetida ha sido ineficaez.

5. £sta contraindicada en individuos con enfermedades que pruduﬁen

deficiencias inmunitarias y sus contactos familiares asi como en-

tre quienes estén sometidos a tratamientes inmunosupresores.

Nota. aAlgunua investigadores consideran gue la propagecibn de la proge~
nie del virus de la vacuna es conveniente, pero con frecuencia eg
te virus que excretan y diseminan los vacunados, ha sufrido muta-
ciones. Comg resultado, en este caso ya no se trata de una vacu-
na que pueda ser sometida a pruebas de seguridad yaprobada para

su empleo general ( 19 y 31 ).
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DIAGNOSTICO DE LABDRATORIO.- E1 dimgnbstico viral incluye pruebss -

serolfgices, determinacifn de enzimes virales, técnicas microscOpicas, ra

dioinmunoensayo e inmunoensayo enzimAtico.

Muestras. El liquido cefalorequideo muestra un aumento en el nimero
de leucocitos generalmente entre 10 y 200 ( rara vez mas de SGD/cm3 Y. -
En la etapa temprana de la enfermedad, la relscitn de polimorfos nuclea--
res con respecto a linfocitos es alta pero a los pocos dias la relacién -
se invierte. La cuenta total de células baja lentamente hastas el valer -
normal. El contenido de proteinas de liguido cefaloraguideo esta ligera-
mente elevadn ( con un promedic de 40 a 50 mg/ml ), pero pueden ocurrir -
cifras altas persistiendo durante semanass. La cifra de glucosa en liqui-

do cefaloraguideo es normal ( 24 ).

Para el aislamiento de enterovirus, raspados rectales y/o heces son
las muestras seleccionadas. Fluidos cerebroespinales ( LCR) y/o exudados
faringeos también pueden ser utilizados. Estas muestras pueden ser tnocu
ladas en cultivos de tejido de células de cultivo primaric de mono y/o 11
neas celulares humanas; RhMK o GMK Africano, Petas MK, HeLa y Hep-2 res--

pectivamente.

El suero de convalecientes y de pacientes con enfermedad aguda son -

usados para determipaciones de anticuerpos.
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CUADRC N 3

AISLAMIENIO

GRUPOD DE VIRUS 508

ENFERMEDAD CLINICA

MUESTRAS CLINICAS

MATERIALES POST MORTEM

PECHOS0 COMUNMENTE ASOCIADA | PARA AISLAMIENTO
DEL_VIRUS
Enterovirus Poliomielitis, me- Heces, respados - Médula espinaly otros te-

ningitis sséptica,

miocarditis, peri- '

carditis.

rectales, exude--
dos faringeos, -~

' LCR, @angra.

jidoe del SNC, sangre, --
fluido pericerdial, teji-
dos con lesiones patolfgl

cas.




AISLAMIENTO DEL VIRUS.- Efecto citophtica ( ECP ) en cultivos. La
oheervacign del ECP es el mas sensible y répido método para el reconoci-
miento de enterovirus. Muchos tipos de cultivos de tejido son altamente
susceptibles a poliovirus. La destruccidn celular extensa ocurre usual-
mente de 24 a 4B horas después de la inoculacifn en sistemas celulares -

camg RhMK y Hep-2.
Formacién de placas liticas en células cultivadas en botellas, las

placas de poliovirus son grandes y claras en cultivos de RhMK y patag -~

Ma(21).

29



og

CUADRO NA &

SISTEMAS " IN VITRO " E " IN VIVO " PARA_AISLAMIENTO DE VIRUS |

" IN VITRO ® "IN VIV "

EFECTO CITOPATICO

Cultivos celulares primarios Liness celulares
GRUPO] HEK  RhMK Patas RK CE Cepa Hep-2 BSC BHK Ratones Lactentes Huevos
—] O o
VIRUS{ HAM  GMK MK Celular Hela ¢} Embrionados

WI-38 KB Vera

ENTERD

POLIO ++ ++ ++ - - ++ ++ ++ - - -
Sigtemas altamente sensibles ++ No sensibles -

Cultivos Celulares Primarios Cepa Celular Diploide Lineas Celulares Heteroploides

( HEK ) RifGn de embridn humano ( WI-38 ) Pulmbn de embridn  ( Hep- 2 ) Carcinoma epidermico de la

( HAM ) Amnidn humano humano ringe humano

( RAMK ) RiAdn de Mono Rhesus ( HeLa ) Carcinoma de Cervix Humana

( GMK ) Rifdn de Mono Verde ( KB ) Carcinoma de Nasofaringe H.

(patas MK) Rifion de Mono Patas ( BSC-1 ) RifAAn de Mono Verde Afiic,

(RK) Rifibn de Conejo ( Verao ) " won " "’

(Ce) Fibroblastos de Embrién de Pollo ( BHK ) Rifdn de Hamster Lectante.



TECNICAS DE LABORATORIO PARA AISLAMIENTO VIRAL

A. CULTIVD DE TEJIDD PARA ECP

B. INDCULACION DE HUEVOS C. INOCULACION DE RATONES

EMBRIONADOS H LACTANTES
O /

i

[P

D. SISTEMA DE CULTIVO DE TEJIDO PARA FORMACION DE
PLACAS
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SEROLOGIA.- La identificacién final de los virus puede ser hecha por
comparacifn con antisueros conocidos por medio de neutralizacidn y otras -

pruehas seroldgicas ( 9, 21 ).

Son necesarias dos muestras de suera, la primera de las cuales debe -
obtenerse tan pronto como sea posible a partir de la iniclacién de la en--
fermedad, la segunda debe obtenerse de 3 a 4 semanas después pera mostrar

une elevacion del titulo de anticuerpos.

Al principio de la fase aguda los sueros contienen unicamente anti---
cuerpos C, 1 a 2 semanas despufs se encuentran tanto anticuerpos C como N
y en los sueros de la convalecencia tardis sflo estén presentes los anti--
cuerpos N. Solamente la primera infeccidn con poliovirus produce respues-
tas de Fijacion del Complemento estrictamente especificas de tipo. Infe--
cclones subsecuentes con poliovirus heteroti{pices wuelven a inducir la pro
duccién de anticuerpos, fundamentalmente contra el grupo de antigenns ter-

moestebles compartidos por los tres tipos de poliovirus.

Los anticuerpas neutralizentes, aparecen pronte, es posible ponerlos
de manifiesto en el momento en que el paciente es hospitalizado, Los anti
cuerpos neutrallzantes eparecen también en la prina. Los enticuerpos espe
cificos de tipo precipitantes del virus, de corte duracién, se producen du
rante la convalecencia. la prueba de microprecipitacidn es menos Gtil que

lag pruebas de neutralizacidn Nt y de fFijacidn de complemento FC, ( 24 ).
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INMUNDENSAYO ENZIMATICO.- E1 inmunoensayo enzimdtico es una técni-
ca de diagnfstico viral ripido, es mas sensible y puede ser automatizada

o aplicarse a un gran nimero de muestras.

Las desventajas del inmungensayn. incluyen la carcinogenicidad de al-

gunos sustratos enzimédticos y el gasto del equipo automatizado.

El inmunpensayo enzimitico para determinacifn de antigeno tiene mu--
chos formatas (36), el mas comin de los cuales se utiliza un anticuerpo -
capturado enlazado a una fase sdlida, usualmente un pozo de microtitula--
 cibn o cémara de pléstico. La incubacifn con una muestra cinica resulta
en el enlace del ant{genc viral presente en la muestra al anticuerpo y --
as! a la fase shlida. El antigeno viral enlazado es entonces determinado
can otro anticuerpo, el cual estd conjugado a una enzima ya sea directa--
mente o por medic de una técnica indirecta de sandwich, La enzima enlaza
da es entonces determinada y cuantificada por el desarrollo de color o ~--
fluorescencia cuando un sustrato apropiado es afiadido. Este ensayo puede
realizarse con magquinaria automitica, los resultados se leen en segundos
por espectrofotémetros especialmente disefiados y los datos colectados ré-

pidamente y anallzados por computadora.

Tales ensayos has sido desarrollados para la determinacidn de varios
virus patdgenos de los tractos gastrointestinales y respiratorios ( 20, -
L2 .
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INMUNIDAD.~ La capacidad del cuerpo humano para resistir las infe--
cciones virales dependen basicamente de dos meganismos. Estos son la in-

munidad metural o innata y la adguiridad o inmunidad inducida.

Inmunided natural. Este tipo de inmunidad es inespécifica y depende

de una variedad de factores.

1. Resistencia de especies. Ha sido sugerido que la resistencia de -
especies depende de la ausencia de receptores celulares especificos para
la infeccidn viral.

2. Edad. E1l feto humano y los necnatos son particularmente suscepti
bles & agentes virales, debidn a la inmadurez del sistema inmune y la in-
capacidad para producir interferdn que son mecanismos que estén involucra
dos en este fendmeno, aun no totalmente esclarecidos.

3, Barreras mecénicas. En suma secreciones normales tales como su--
dor, lAgrimes, secreciones sebaceas y mucosas tienen una clara sccidn en
el epitelig ciliado del tracto respiratorio jugando importaentes papeles -
defensivos ( 2 ),

4. Factores bioquimicos. En suma un nimero no especifico de inhibi-
dores virales normalmente presentes en el suero juegan un pepel en el me-
canismo de defensa del huésped. Ejemplo son el complemento, la opsoniza-
cidn, properdine y ciertas prote{nas l4biles al calor y complejos de pro-
teinas. Clertes hormonas corticostercides, baja natural debido a embara-
z0 y condiciones experimentalee ejercen un efecto depresar sobre la resis

tencia natural ( 2 ).
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5. Factor celular. Los macrofagos del sistema réticulo endotelial -
comn células de Kuffer pueden ingerir y destruir las particulas virales -
irvasivas, S5in embarge ciertos virus virulentos no son destruidos por ma
crofagos y pueden multiplicarse en estas células vy aun utilizarlas para -
alcanzar los drganos blancos.

6. Temperatura del cuerpo. Este factor juega un papel en la adquisi
cidn del resfriado comin, donde los rirhovirus crecen mejor a 33-35 OC, -
el frio puede precipitar la enfermedad por las bajas temperaturas en el -

epitelio respiratorio (2 ).

Inmunided adquiridad. Este tipo de inmunidad es especifica y es in-
ducida ya sea por infeccibn ( con o sin manifestacidn clinica )} o vacune-
cidn. Depende primeramente sobre la presencia de anticuerpos circulentes
y su répida eficiente produccidn sobre la reexposicion al mismo egente in
fecciosn. El papel de infecciones subclinicas (inaparentes ) debe ser en
fatizado como un significativo porcentaje de individuos susceptibles gue
adquieren inmunidad a una variedad de enfermedades virales, ejemplo de »-

ello es la poliomielitis.

Los anticuerpos producidos por el hufsped en respuesta a un virus in

vasiva ( como antigeno ) son esencialmente de tres tipos:

IgM es el primerc en aparecer despuds de la estimulacifn antigenica.
Es un anticuerpo altamente eficiente pero tiene una vida medis de 5 dias
y no cruza la barrera placentaria. IgG es la inmunoglobuline predominan-

te en el suero y es solamente la {nica que cruza la plecenta, tiene una -
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vida media de 23 dias. El tercer tipo, nombrada IgA es encontrada prima-
riamente en saliva y otras secreciones del cuerpo, juega su papel inmune

en infecciones respiratorias e intestinales, tiene una vida media de 5 --
dias. Cuando una dosis es dada ( reexposicidn al mismo virus ), el nivel
de IgG aumenta marcadamente mientras que la IgM permanece esencialmente -

al mismo nivel ( 2 ).

Ciertos fectores locales (humoral o celular ) pueden también ser reg
ponsables de le resistencia. Después de una infeccidn natural o immuniza
cifn con la vacuna de polio viva, la resistencia a la infeccién de polio-
virus puede ser mediada a través del deserrollo lecal de anticuerpos en -

los tejidos linfAticos de la faringe e intestino,

Los anticuerpos especificos circulantes se combinan con los virus in
vasivos neutralizandolos ( por bloqueo de sitios receptores del virus ),
la inmunidad adquiridéd puede tembién depender de la respuesta celular y
la produccitn de interferon. Cuando este sparece facilita la neutraliza-
cidn de las particulas invesivas por los anticuerpas y son mas rapida y -

eficazmente ingeridos y destruidos por los macrofagos ( 2 ).
Es muy claro que cualesquiera de las vacunas ( virus vivo o muerto )

cuando se administra a las dosis recomendedas asi como a sus intervalos -

de tiempo, son eficaces para inducir la inmunidad protectora ( 2 ).
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Graf. 1. Respuesta de los anticuerpos séricos y secretores a la administra-
cibn por via oral de la vacuna de poliovirus vivos atenuados y 8

1a inoculacifn intramuscular de la vacuna inactiveda antipolio (20).
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Le inmunidad protectora ee correlaciona bien con la presencia de an-
ticuerpos neutralizantes circulando para los tres serotipos de poliovirus.
Tanto la vacuna por via oral como la de virus inactivedo pueden inducir -
répidamente ls produccién de enticuerpos, los que se pueden detectar des-
de los tres dias posteriores de la vecunacién. Les titulaciones maximas
de anticuerpos, por lo general se desarrollan de 2 a 4 semanas o mas des-
pués de la vacunacifn. Habiendo pasade 5 afins de una vacunacién primaria,
los antlcuerpos al tipo 1 se pueden detectar de 92 a 98%, los de tipo 2 -
en 98% y el tipo 3 de 84 a 87% ( 20 ).

Aun cuando les titulaciones de enticuerpos disminuyen & niveles no -
detectebles, la proteccidn puede existir ( 31 ), ya que la reinmunizacidn
suele provosar una elevacidn de anticuerpos répida y vigorosa. 5in embar

go, para asegurar la proteccidn continua se recomienda la revacunscitn pe

riodica ( 20y 31 ).

La inmunidad intestinal inducide por la vacuna por via oral, puede -
consistir en anticuerpo IgA secreterio especifico y mecanismos de inmuni-

dad mediads por células, ya gue se sebe que ambus ee desarrcllan satisfac

toriamente ( 20 ).
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La inmunidad protectora se correlsciona bien con la presencia de an-
ticuerpos neutralizentes circulsndo para los tres serotipos de poliovirus.
Tanto la vecuna por via oral como la de virus inactivedo pueden inducir -
répidemente la produccidn de anticuerpos, los que se pueden, detectar des-
de los tres diss posteriores de la vacunaciGn. Les tituleciones méximas
de anticuerpos, por lo gerneral se desarrollan de 2 a 4 semanas o mas des-
pués de la vacunacidn. Habiendo pasado 5 afios de una vacunacifn primaria,
los anticuerpos al tipo 1 se pueden detectar de 92 a 98%, los de tipo 2 -

en 98% y el tipo 3 de 84 a B7% ( 20 ).

Aun cuando les titulaciones de enticuerpos disminuyen a niveles no -
detectables, la proteccifn puede existir ( 31 ), ya que la reinmunizacidn
suele provocar una elevacion de anticuerpos répida y vigoraosa. Sin embar
go, para asegurar la proteccidn continua se recomienda la revacunacifn pe

riodica ( 20 y 31 ).

La inmunidad intestinal inducida por la vacuna por via oral, puede -
conaistir en enticuerpo IgA secretorioc especifico y mecanismos de inmuni-
dad mediada por células, ya que Be sabe que ambos ee desarrollen satisfac

toriamente ( 20 ).
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FUNDAMENTO.- Lops aspectos importantes en el Desarrollo de la Técni-
ca Diferencial para la vacuna trivalente poliemielitica estan basados so-

bre la actividad viral en sustratos celulares y en la resccién inmunolégi

ca de neutralizacion; en este caso tratédndose de poliovirus la neutraliza
cién del efecto citopatico ( ECP ) por los sueros antipoliomieliticos co-

rrespondientes a cada uno de los serotipes ( 29 y 61 ).

La actividad viral es determinada cuantitativamente ( 17 ) por dosis
infectivas a través de técnicas de microtitulacidgn. Se define DICTSU/ml
( dosis infectiva en cultivo de tejido 50 por mililitro ) como aquella --
cantidad de suspensidn viral la cual inducird cambios citopiticos en la -

mitad de los cultivos celulares a los cuales es aRadida ( 17 ).

Estos aspectos se ven influides por varios factores siendo menciona-
dos algunoe de ellos. E1 ECP es la manifestacion del poliovirus ( 1, 3,
17, 21 y 28 ) en cultivos celulares sensibles ( 17 ) a éste, para la rea~
lizacibn de este trabajo se utilizd la linea celular Hep-2C por su alts -

sensibilidad ( 1y 18 ).

Después de la adsorcitn especi{fica de poliovirus a receptores ( 26 )
gobre la membrana celular de la célula, sproximadamente S0% de las protef
nas capsidicas virales son detectables intracelularmente y permanecen ---
alli en una forma estable., Eeconcebible que les proteinas virales inter-

fieren con los procesos de la sintesis macromolecular de la célula infec-

tada ( 27 ).
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También con la definicidn de dosis infectiva de virus es posible medir
la capacidad neutralizante de suero antipnliomielitico para determinar la
cantidad menor de un suero gue prevendrin la actividad citopatogénica de -

Pi

una cantidad conocida de virus ( 17 ).

Estudios diversos ( 9, 12, 14 y 30a ) han sido publicados para definir
y localizer los sitips sohre la superficie del poliovirién que son los reg
ponsables para dar una respuesta alta de anticuerpos neutralizantes. La -
identificacién de estos sitios es un importante prerrequisito para la ----
comprensién del mecanismo de neutralizecién ( 12 ). El anticuerpo neutra-
lizante es uns de las principales armas de inmunided protectora y es el ti

po de inmunidad la cual usualmente resulta de la vecunacién ( 11y 17 ).

Se han planteado dos mecanismos de neutralizacion viral, nombrados mo-

delo de un sdlo efecto y modelo de multi-efecto respectivamente.

Debido & que la reaccifin entre virus y anticuerpo resulta en la forma-
citn de un complejo ( 30 ), la inactivacidn de infectividad del virus es -
el reaultado directo de la combinacifn con anticuerpos neutralizantes ( 11,
17, 23 ), el mecanismg que comprende la pérdida de infectividad viral no -

esta completamente comprendidoe ( 30 ).

El modelo de un sflo efecto propone que la neutralizaci6n de la parti-
cula viral se lleva a cabo por una (nica molefula de anticuerpo y el mode-
1o multi-efecto propone que son varias molécules de anticuerpn en la super

ficie de une particuls del virus ( 9, 23 y 30a ).
' ' 40
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Resultados obtenidos con anticuerpes policlonales y confirmados pos-
teriormente por anticuerpos monoclonales sugieren que la neutralizacidn -
requiere unas pocas moléculas de anticuerpo las cuales podrian bloguear -
solamente algunos de log sitios de enlaces del virus. Por lo cual el me-
canismo de neutralizacidn dependera de la célula, el virus y la clase de

anticuerpo neutralizante.

E1 trabajo con anticuerpos policlonales sugiere que la cApside de -
poliovirus sufre cambios conformacionales durente le neutralizacidn lo -
cual impide tramscribir ( 6 y 8 ). Icenagle propone que el anticuerpo -
monpclonal enlaza subunidades pentaméricas de la cépside del virus e in-

terfiere en las funciones esenciales del virus por esta via ( 23 ).

Por lo anterior se sugiere gue hay mas de un mecanismo de neutrali-
zacidn, anticuerpos que impiden o no la adhesién viral a las células y -

causan o no causan cambig en la caonformacidn viral.

El poliovirus silvestre oscila entre dos formas isoeléctricas ( 41
y 62 ) con puntos isoeléctrices ( PI ) de 7 para el esteds A y & para el
estado B, de los cuales el estado A es infecciosn. La confarmacidn del
estado A es ligeramente diferente para cada tipo de poliovirus; cerca de
7.0 para tipo 1, cerca de 6.8 para tipo 2, cerca de 6.6 para tipo 3 y ~--
cerca de 7.4 para Sabin tlpo 1, cepa vacunal. El estado B parece ser =--

més variable y heterogénes que el estado A ( 9 y 30a ).

Después de ser el virus neutralizade con el anticuerpo el PI del eatado
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8 un palioviridn ha perdido su cepacidad para iniciar un cicla infeccioso

(1),

Estudios con anticuerpos monoclonales & la proteina cépsidica WP 1 -
del poliovirus Tipo 1 confirman que un cambio en el PI acompafia la neutra
lizacign. Sin embargo algunos anticuerpos monoclonales neutralizantes pa

ra VP 1 del Tipo 3 de poliovirus impidieron la adhesién a las célulag —--

mientras otros no ( 10 ).

En recientes reportes se publicd gue se preparardn anticuerpos espe-
cificos neutralizantes ( policlonales ) para VP 1, VP 2 y UP 3 y se abser
varan las variaciones de la neutralizacitn, especialmente con el anti----

VP 3 que neutraliza pero no varia el PI ( 12 y 15 ).

El suera natural policlonal contiene anticuerpos para varios diferen
tes epltopes. La evidencia que surgid es que se puede tratar de una neu-
tralizacidn cooperativa en la cual la interacci6n combinade de anticuerpo

resulta en una més grande pérdida de infectividad ( 11 y 22 ).

No teniendo todas las bases hoy die de una teorias general de neutra-
1izacidn excepto en el sentido gue es un proceso altemente especifice, --
ocurriendo solamente cuendo el anticuerpo es enlazado a ciertos determi--
nantes antigénicos ( 22 ), las conclusiones serian prematurss y casi ex--

clusivamente para IgE ( 11 ).

El mecanismo especifico implicedo en la neutralizacitn no ha sido es
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clarecido. Una principal dificultad inherente en estos estudics ha sido
el uso de suergs hiperinmunes gue contienen una mezcla de anticuerpos de
los cuales no todos neutralizan y los cuales son dirigidos contra diferen

tes epitopes de viriones intactos ( 15 y 22 ).

Enders publicd que con suere de monos las reacciones de neutraliza-—
cign fFuergn claramente tipo especificas. En contraste el suerg humano -—
reacciond con los tres tipos de antigeno aunque era conocido que conte-—-

nian anticuerpa neutralizante especifico para unm sdlo tipo ( 17 ).

La caracterizacién intratipica de poliovirus de los serotipos 1, 2y
3 aislados con respecto @ sus propledades biolbgicas, antigénicas, Fis{qé
quimicas y bioquimicas es de principal importancia pera el reconocimiento
epidemioldgico de la poliomielitis y para estudics de la seguridad y efi-

cacia de vacunas poliomieliticas vivas ( 39 y 52 ).

Por lo cual tomaremos en cuenta las carecteristicas antigénices de -
poliovirus para la determinacién individual de un sdlo serotipo da virus

en una mezcla trivalente.
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OBJETIVOS

XAXKXKXXX

" No es posible decidir cémo morir, ni cuéndo. Solamente

se puede decidir como vivir...ahora "

Juan Béaez
KX KEXRKKEEKKKXKXXK XXX KKXKXXKKXKHKEKLEXKKEXXKKXK KKK KKK LK KXXXKXKXKXKX



1. APLICAR LDS CONOCIMIENTOS TANTO TEORICOS COMO PRACTICOS DE LOS
SIGUIENTES METODOS PARA LA TITULACION DIFERENCIAL.

1.1 DESCONGELACION, CULTIVO SERIADO Y CONSERVACION DE CELULAS POR
CONGELACION; PREPARACION DE MICROPLACAS PARA METODOS DE MICRO

NEUTRALIZACION Y MICROTITULACION.

1.2 MICROTITULACION DE SUEROS HIPERINMUNES CONTRA POLIOVIRUS T-1,
T-2 y T-3 EN PRESENCIA DEL VIRUS CONCENTRADO CORRESPONDIENTE;
TITULACION DEL VIRUS DE REFERENCIA COMO CONTROL DE SENSIBILI-
DAD DE CELULAS POR MICROTITULACION.

2. DESARROLLAR LA TECNICA DE TITULACION DIFERENCIAL PARA LA VACU-
NA TRIVALENTE ANTIPOLIOMIELITICA SABIN ( ORAL ).
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MATERIAL
XXXXXXXX

" Una idea puede convertirse en palvo o en magis, segin el
talento que le dé forma "

William Bernbach
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l.

MATERIAL BIOLOGICO

VIRUS

ale

b).

c).

Virus de la poliomielitis, cepas Sabin, propagados en culti

vos primarios de rifion de mono Erythrocebus patas y manteni

dos & - 70 OC, los cuales se usan comn referencias en el De
partamento de Control de Vacuna Antipoliomielitica (DCVA) -

del Instituto Nacional de Virologia ( INV ) G. S.

Polio Tipo I cepa L5c Zab codificada como REF. 487
Polio Tipo II cepa P712,ch2ab codificada como REF. 681

Polio Tipo III cepa Lefn 12 ab codificada como REF. 963

VYacuna Trivalente de Referencia, elaborada de una mezela --
de vacuna antipolio trivalente de diferentes lotes. Estos
lotes se prepararon con graneles que fueron producidos en -
te jido renal de mono utilizando las cepas virales menciona-
des en el inciso anterior. Fecha de elaboracitn de la Vacy

na Trivalente de Referencia, 19/111/84.

Lotes de Viacunas Trivalentes elaborades por el INY, codifi-
cedas como: Fecha de caducidad Febrero de 1967,
UT 677 yT g92 VT 693
VT 678 VT 694
VT 687 T 695
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2. CELULAS

Linea de célulss Hep-2C ( Cincinnatti ) obtenidas de un carcino-

ma de laringe que fueron donadas por el Or. A, Sabin y manteni--

das en el banco de Células del Depto. de Control del INV.

3, SUERDS

Los sueros fueran obtenidos en base a un esquema de inmunizacidn

aplicado tanto a conejos como a caballos con sus respectivas di-

ferencias.

Estos sueros antipolionieliticos se encuentran en el congelador

del DCVA a - 20 9C codificados de la manera siguiente:

Antipolin Tipo I
Filtrado e Inactivado
Antipolio Tipo II
Filtrado e Inactivado
Antipolio Tipo III
Filtrado e Inactivado
Antipolio Tipo I
Filtrado e Inactivedo
Antipnlio Tipn II
Filtrado e Inactivado
Antipolic Tipo ITI

Filtrado e Inactivado

Obtenido de:

Caballp 300

Caballo 328

Caballo 92

Conejo 1/82

Conejo 2/81

Conejo 3/81

Titulo
1:400

1:1400

1:800

1:800

1:2000

Fecha

25/14/83

26/X1/82

19/1v/83

26/1/82

15/1x/81

27/X/81

Sangrado

19

10

29

L6



REACTIVOS ¥ MATERIAL PARA EL CULTIUO DE CELULAS Y TITULACIONES

1.

MEDIOS

a),

b).

Medio Basal de Eagle Diploid ( MBED ) base de sales Earle.
Lote: 60ONGAOL-1 L:D-134-8 16/X/84
Difco.

Medio Earle 0.5% HLA.

Codificacidn S:61 A3l L:22

SUPLEMENTOS

al.

b).

c).

Suero Fetal de Ternera ( 5. F. 7. ). In Vitro S. A.
Lote 83108 \
S.F. T, Bibca

Lote 13P7143.

Concentracion: Indicada en cada caso.

Mezcla Tripsina-Versena.
Tripsina 1:250 preparada en PES Sol. A 5%. Difco
Empleads & una cancentracidn de 0.05% en E, D. T. A.

( verseno ) al 0.05% de PBS Sol. A. L:8418-2 A-7.

Bicarbonato de Sodio ( NaHCDs). Merck.

Elabprado al &.4%.
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d). AntibiGticos. Mezcla Penicilina~Estreptomicing ( PES ),
Lakeaide. Doncentrac{unea finalea empleadas de 100 U. I/mi

y 100 mcg/ml respectivamente.

g). Dimetil Sulfoxido ( DMSO ). Merck

f). Cristal vinleta sl 0.1% en 0.1 M de Ac. Citrico. Merck.

COMPOSICION OE £0S MEDIOS DE CRECIMIENTO CELULAR v TITULACIONES
RESPECTIVAMENTE PARA 100 ml.

8). Medio para crecimiento celular.
SeFuT.8l 10% tivvrinvncnsvosenacennnsnss 10 ml

NeHCO, (4.4% ) Bl D.12%.0cvsnnneassenassas 2.5ml

PES soeresosernnsssasnsessanssnsannsssnnans g.1ml

MBED L N Y S R R N Y N RN N B7|l‘ ml

100.0 ml

b). Medio para titulaciones.

NaHCU3 C bl ) 8l Bu22% cieevensonnccsonans 5 m
PES [ FE RN EEN NENNNENNNNNERERERENRXNNENNENNES®ER R NNENJNNN] U.l ml

Medio Earle 0.5% HLA ciieiveccecnrasanesses 94,9 ml

100.0 ml
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LOS CULTIVOS DE CELULAS SE PREPARARDN SEGUN NECESIDADES EN:

a). Botellas de vidrio neutro Brockway de 150 cmé de superficie

de crecimiento.

b). Botellas de plastico. Falcon Plastics, Div. Becton Dickin-
gon Oxnad. ( U. . A. ). Bot. de 75 cn? de superficie de -~

crecimienta y 250 ml de capacidad.

t). Micraplaces de Plastico de 96 pozos fondo plano, para culti
vo de células. Falcon Plagtics, Div. Bectan Dickinson Ox--

nad. ( U. 5. A. ).
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METODOS
XXXXAXX

" 5% pomo el sol y la pradera, a los que tiene sin cuidado
la inmirente llegada del invierno."

George Bernard Shauw
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I. METODO DE DESCONGELACION CELULAR PARA OBTENER LOS CULTIVOS

Se saca una ampolleta que contienme células congeladas a - 196 9C del
tanque de nitrdgeno 1iquida. Se descongela ripidamente ( 58 ) sumergién-
dola en un bafio de agua a 37 9C, agitando suavemente, el exterior de la -
ampolleta se desinfecta con alcohol al 70% ( 5 ) y se abre en condiciones
asépticas, se adiciona a la misma 1 ml de medio ( MBED ) con 0.11% de ~--
NaHCO 4, 10% de 5. F. T. y antibidticos, para las células Hep-2C ( 40, 58,
59 ).

La suspensitn celular se transfiere a un recipiente pequefic adicio--
nanda paulatinamente volimenes al doble del medic de crecimiento hasta --
obtener sproximadamente 20 ml sienda pasados enseguide a una botella Bro-
kuay de cultivo de 150 cm? de superficie de crecimiento hasta completar -
el volumen requerido en este caso 100 ml para tener una relacidn gas-me--

dio de 9:1.

Las células son incubadas a 36.5 9C durante 24 horas al término de -
las cuales el medio se desecha ( eliminaciin de DMS0 ) y se remplaza por
medio de crecimiento fresco para proseguir la incubacidn a 36.5 GC haste

alcanzar la confluencia ( 59 ).

Se obtiene la monocapa celular, ésta es subcultivada seqln los reque

rimiento de trabajo ( 40 ).
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II. ¥ETODO ENZIMATICO DE DISGREGACION CELULAR ¥ SUBCULTIVO O PASE
CELULAR

El megtio de crecimiento se deseche por la cara opuestes a la monoca-
pe y se adicionan 10 ml de mezcla tripsina-verseno en PBS Sol. A pH 7.2.
La mezcla sz deja actusr sproximademente 10 segundas al términa de los -

cuales se decanta por la cera opueseta e la monocapa.

La botaila de cultivo se incuba a 36,5 OC ( 58 ) de 5 a 1D minutcs
con la mezcla residual tripsina-versens. Al ser observeda la disgrega--
cibn celular se homogeniza por pipeten suave con 10 ml del medioc de cre-
cimients ( MEED ). Con esta suspensifn celuler se prepsran nuevos culti
vos en relacifin de page l:4 donde la suspensidn es distribuids a las bo-
tellas de culzivo contenienda el medio de crecimiento necesaric ( 40 ) y
posteriormentz san incubadas a 36.5 GC. Se recomienda camblar el medio

8 los 3 dias ce sembrados si al cabo de ese tiempo no son utilizados.
El subpultivo puede llevareue e cabo semenariamente, prosiguiendo --

asl hasta cbtaner un sbasto suficiente pare caongelecifn de células como

reserva.
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III. METODO DE CONGELACION DE CELULAS

Los cultivas confluentes de células Hep-2C, cultivados en botellas
Brockway o Falcon se disgregan de acuerdo al método enzimatico descrito
non anterioridad y se resuspenden las células en medio de crecimiento -
( 10 ml par c/botella Brockway y 5 ml por c/botella Falcon ). Se cen--
trifuge la suspensién de células a 60 g durante 10 minutos en centrifu-
ga refrigerado 4 QC, se decanta el sobrenadante y el paguete de células
Hep-2C se resuspende con medio para congelacibn en un volumen tal gue -
la concentracién celular sea de 7 X 106 a 107 eélulas/ml ( efectuar una
cuenta celular ). El medio de congelacidn es MBED complementado con --
0.11% de NaHCUJ, 15% de 5. G. T. y PES. Posteriormente las suspensiones
celulares son mantenidas en refrigeracidn durante una hora, sl término
de la cual las células se homogenizan por pipetec suave, colocéndose en
un bafio de hielo, adicionando a dicha suspensién £1 DMSO en una concen-
tracién final de 7% ( 40 ) y homogenizer. Finalmente la auspensitn se
distribuye en ampolletas estériles de 2 ml a razdn de 1 ml en cada una,

sellandolas a la flama.

Las ampolletas perfectamente rotuladas son colocadas en una caja
de poliestireno con paredes de 1 cm de grosor para gue la velocided de
descenso de la temperatura sea de 1 @C por minuto ( 40 y 58 ), al cola~-

car la caja de poliestireno en un congelador Revco a - 70 QC.
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Las ampolletas se mantienen a - 70 QC durante un lapso de tiempo de
72 horas a una semana al término de la cual son transferidas répidamente
s

a un tangue de nitrdgeno liquido a - 196 AC donde se preservan indefini-

damente ( 58 ).
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IV. METODOD DE PREPARALION OE MICROPLACAS Y CUENIA CELULAR

El cultivo conflu nte de células Hep-'C de une botells Brockway o -
Falcon « 35 ), ee diegrega por el método enzimdtico. E1 pagu: te celular
se homogeniza perfectsmente con 10 ml del siguiente medio: 1\3ED suple--
mentado con 0.11% de NeHCO,, 6% de 5. F. T. y antibibticos PES ( 58 ). -
De la suspensidn celular se toma una alicuota de 0.5 ml eo un iubo de --
13 X 100 mm a &1 cal se adiciona un volumen igusl de cristel violetu al
0.1% en cide citrico 0.1 M. Se homogeniza bien 1a mezcla colorante-ci-
lulas y con ayuda de una pipeta se llene la cémara de Neubauer ( cuenia

globulos ).

Se cuenten las células de las cuatro éreasa correspondi entes a la =-
cuents de leucocitos o globulos blancos, para determinar la concentrg---
cibn celular por ml; une vez conocida la concentracién celular, se prepa
ra la suspensién a una concentracién celulsr de 2.5 X 105 cels./ml con -

el medio mencionado snteriormente.

Las célules son sembrades en las microplaces usendo ya sea une pipe
ta de 5 ml y colocendn una gota { aprox. de 0.05 ml ) en cada poze o una
Jeringa de tipo Repette. Se tepan con 1 tipe de pléstico ain sellar ---
( 44 ). Se incuban en una estufa a 36,5 OC y pesados 30 minutos se ino-
culan los pozos con 0.1 ml de ceds dilucifn, dejendo las dos hileres de

8 pozoa c/u pera controles sin inoculer. Les microplscas se sellsn con
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con uha pelicula adhesiva transperente, se marcan y se incuban a 36.5 OC
por 7 dias al término de los cuales se derd la lectura Final del efecto

citopftico ( 3, 21, 28 y 37 ).
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V. METODO DE NEUTRALIZACION DE VIRUS POR INHIBICION DE EFECTO CITOPATI-

al.

€0 ( ECP ) EN CULTIVOD DE TEJIDO ( CT ) CELULAS Hep-2C.

Método para la evaluacion de la potencia de los sueros antipo--

liomieliticos utilizados ( cuantificacion de anticuerpos ).

En este mPtodo se hacen las diluciones del suera corres=-
pandientes para cada tipo de suero antipoliomielitico y el vi-

rus agregado a concentracidn caonstante.

Se mezclan 0.5 ml de c/u de las diluciones de cada suerc -
con 0.5 ml de virus concentrado ( 107.8 DICTSD/ml para T-1, ~--

7.0

10 DICTSD/ml para T2 y 108'15 DICTSD/ml para T-3 ). Cada .

suero con el virus respectivo.

Se incuban las mezclas durante 3 horss & 36.5 BC y una no-
che a 4 BC. Las dilucianes finales de los sueros se calcularan

tomando en cuenta la relacién 1:2 al afisdir el virus.

Se inoculan células Hep-2C en microplaca con 0.1 ml de ca-
da mezcla suero-virus, 5 pozos por dilucién ( 58 ). Las micro-
placas son incubadas durante 7 dias, al término de los cuales -
ge observa usando un microscopio invertido ( Olympus ) y regis-

trar los pozes con ECP,
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b).

El titulo del suero antipoliomielitico se celeula con la -

. 0ltima dilucidn en le que el efecto aitopdtico fue inhibido.

Método utilizado para determipar la dilucidn adecuada de la mez

cla de sueros en la cual la relacifn antigénica entre los 3 se-

"rotipos es menor o nula, evitando en lo posible las reacciones

cruzadas intertipicas.

1. Llas 3 referencies de virus 497 T-1, 681 T-2 y 963 T-3

ge diluyeron sproximadamente a las concentraciones requeridas -

de c/u para la vacuna trivalente, lDﬁ'“

6.18

5.7
DICTsn/ml, 107" —emee
DIETSD/ml y 10 DICTSD/ml respectivamente. Se elaboraron vo

lumenes de 10 ml de cada tipo de virus.

2. Las mezclas de sueros se elsborsron a diferentes dilu-

clones.

3. Se mezclan 0.5 ml de c/u de los pares de diluciones de
sueros antibnliu con 0.5 ml de las suspensiones virales mencio-

nadag .anteriormente.
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Ejemplo:

Diluciones de la mezcla de Suspencinnea virales con-
sueros antipolio T-2 + T-3 centracidn constante ----
can lug1DDIBT5U/ml
T-2 + T-3 T-1 T-2 T-3
1:10 + 1:20 B.b 5.7 6.18
1:100 + 1:200 " " o
1:1000 + 1:2000 " " "

4. Se incuban las mezclas dufante 3 horas a 36.5 OC y -~

una noche a & QAC (1).

5. Se inoculan 5 pozos por Q}lucién, 0.1 ml de 1a mezcla

suero-virus en una microplaca ( mp ) con células Hep-2C.

6. Las microplacas se incuban durante 7 dias al términa
de los cuales se observan los pozos con ECP,

7. La interpretaciin es gue se selecciona la dilucidn par
ejemplo 1:100 para T-2 y 1:200 para T-3 a la cual el efecto ci-
topatico se manifesto en la presencia de la suspensifn viral --
T-1 y este mismo efecto se vip inhibido cuando la dilucifin de -

sueros fue puesta en contactn con las suspensiones de T-2 y T-3

respectivamente.
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Método de Neutralizacibn para determinacidn del gredo de cruza-
miento para la evaluacifn de los serotipos ( determinacidn de -
angigenu ).

1. Se diluye la suspensién viral desde 107> a 10787,

2. Esta suspensitn es colocada con la mezcla de sueros =
antipoliomieliticos ( concentracifin constante ) no correspon---

dientes al serotipo de la suspensitn.

3. Se incuban a 36.5 BC duraente 3 horas y a & 90 una no-

che (1).

4, Se inoculsn 5 pozos por dilucitn con 0.1 ml de la mez-
cle virus-suero en una mp con células Hep~2C y otra mp es inocu

lada con solemente la suspensitn virsl,

5. Las microplacas son incubadas durente 7 dias al térmi-
no de los cuales se observa el grado de inhibicidn de los sue--
ros antipoliomieli{ticos sochre la suspensién viral y se compara
con la microplaca que fue inoculada solamente con la suspensidn
viral. Tomandose la diferencia como el grado de cruzemiento de

los sueros con el serotipn de la suspensidn viral.
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YI. TITULACION DEL VIRUS DE LA POLIOMIELITIS POR EL METODO OE MICROENSA

YO ( PUNTO FINAL 50% ).

Se toman 2 ampolletas con aproximadamente 0.7 ml de la suspensifn -
de virus de la poliomielitis y se mezclan para preparer dos series de -

5

diluciones decimales de 107 a 107 y con intervalos de 0.5 log,; de ---

10775 hasta 1077 para las referencias monovalentes 497, 68l y 963. Las
diluciones se hacen con medio Earle suplementado corm 0.22% de NaHCD3 y
PES.

A partir de 10777

para las referencias 497 y 963, y de 107° para -
la ref. 681 se toman slicuotas de 0.1 ml de cada dilucidn y se inpculan
en cada uno de los 5 pozos teniendo las dos hlleras centrales de las mps

( 8 pozos por c/hilera ) como controles no siendo inoculados con virus.

Las microplacas se cubren con una pelicula de pléstico adhesiva se
incuban a 36.5 9C durante 7 dias, se observa al término de estos con un
microscopio invertido ( Olympus ) y se registran los pozos con efecto --

citopatico.

El ti{tule se calcula en dosis infectivas para cultivo de tejido 50%

por mililitro ( DICTSD/ml )} por el método de Spearman-Karber.
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VII. METODO PARA LA TITULACION DIFERENCIAL PARA LA VACUNA TRIVALENTE AN
TIPOLIOMIELITICA SABIN ( ORAL ).

En este método se utiliza la combinacién de la neutralizecién con -
la titulacién del virus por la técnice de microensayo, quedendo de la ma

nera siguiente:

1. Se toman 2 ampolletas con eproximadamente 0.7 ml de la suspen--
8idn de la vacuna de referencia trivaelente, sstas son mezclades para pre

parar dog series de diluciones.

Se hacen dliluciones decimales de 10'1 a 10"2

-2.5 a 10-6.

0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

y con intervelos de --

0.5 10910 de 10

0.5 ml
4.5
ml
virss 100wt w2 ot w0
w0 |
3.2 ml D
25 g 35 qgheS 55

61



2. Se toma una suspenaidn de la ref. 497 T-1 que es diluida de 10"1

~3.5 a 10-6.5

a lﬂ—3 y con intervalos de 0.5 lngqD de 10 esta servira como

control de cruzamiento para la determinacién de T-1 ( met. Vc. )

3. Los lotes de vacunas trivalentes son diluidos de lCl-1 a 10_3, en

diluciones decimales y can intervalos de 0.5 log,, de 10772 g 10783,

L, Se tienen preparadas o se preparan las mezclas de suerss antipo-

liomieliticos como sigue:

Tipo de sueros antipolio Oiluciones Iniciales Serotipo
mezclados ( conc. constante ). Determinado
Tipp 2 + Tipo 3 1:2500 + 1:1 500 Tipa 1
Tipp 1 + Tipo 3 1:1000 + 1:1 500 Tipo 2
Tipp 1 + Tipo 2 1:1500 + 1:2 500 Tipo 3
Tipo 1 + Tipo 2 + Tipo 3 | ;1 000 + 1:2500 + 1:1 500§ Ninguno

S. Utilizando tubos de 13 X 100 mm con tepbn se realizan las mez---
clas para incubacidn, 0.5 ml de cada una de las diluciones de las vacunas
de referencia trivalente, lotes de vacuna trivalente ¢/u de ellas con 0.5
de la mezcla de sueros antipoliomieliticos para la determinacion del serg

tipo respectivn,
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Tipo de sueros antipolio Diluciones Finales Seratipo

mezclados ( concentracifn cte.) Determinado
Tipp 2 + Tipo 3 1:5000 + 1:3000 Tipo 1
Tipp 1 + Tipa 3 1:2 000 + 1:3000 Tipo 2
Tipp 1 + Tipn 2 1:3000 + 1:5000 Tipo 3
Tipol + Tipp 2 + Tipo 3 | 1:2000 + 1;5000 + 1:3 000| Ninguno

6. Las mezclas virus-suero son incubadas a 36.5 QC dursnte 3 haras

y una noche a 4 OC ( 1 ).

7. Se prepara una suspensifin de células Hep-2C conteniendo 250 000
células por ml que serén sembradas en microplacas 0.05 ml por pozo ( mé-

todo IV ).

8. Se inoculan 5 pozos por dilucibn de la mezcla virus-suero. Se

sellan con una pelicula adhesiva.

9, Se rotulen e incuban las microplacas & 36.5 9C par 7 dias.

10. Se registre el efecto citop@tico al cabo de los 7 dlas de incu
bacifn y se calcula el titulo de cada serotipo de la vacuna de referen-
cia trivalente tanto como en los lotes de vacuna trivalente por el métg

do de Spearman-Karber,

11. E1 titulo es dado en dosis infectivas para cultivo de tejido --

50% por mililitro ( DIET5D/ml ).
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RESULTADOS

XXXKKEKRXXA

" F1 primer deber de un hpmbre es pensar paor si mismo *

José Marti
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CUADRO N@ 1

FORMULACION REQUERIDA POR EL INV PARA LA VACUNA TRIVALENTE ANTIPOLIOMIELITICA
SABIN ( ORAL )

SEROTIPOS DEL POLIOVIRUS TITULO ( lug1DDICTSD/ml ) %
TIFO 1 6.4 56
TIFD 2 5.7 11
TIFQ 3 6.18 33
TIPO 1 + TIPO 2 + TIPO 3 6.65 100
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CURDRD @ 2

CONTROL DE SENSIBILIDAD CELULAR

REF. 963 TIPO 3 | NO DE PRUEBAS | DESVIACION MAX. | el= 0,05 o = 0.01
MG Y MIN. CON RES- | t=2.11 t = 2.898
PECTO A MG
8.15 1 Lo 8.5 * 0.4 | 8.5 F 0,15

MG = MEDIA GEOMETRICA

o = NIVEL DE SIGNIFICANCIA

t = t DE STUDENT (TAB,)
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DILUCIONES DBTENIDAS POR EL MET. Ub

MET: NEUTRALIZACION EN MICROENSAYO.

SISTEMA: CELULAS Hep-2C, RANGOD DE PASES DEL 156 AL 168

TEMPERATURAS DE INCUBACION PARA NEUTRALIZACION 36,5 QC y & 4C.

TEMPERATURA DE INCUBACION DE MICROPLACAS 36.5 QC

MEDID: EARLE LACTO AL 0.22% DE NaH003 y PES.

PERIODO DE INCUBACION DE MICROPLACAS 7 DIAS

CUADRO NG 3

DILUCIONES APROPIADAS DE LOS SUEROS ANTIPOLIOMIELITICOS PARA LA TITULACION

DIFERENCIAL
SUERDS ANTIPOLIO MEZCLADOS DILUCIONES FINALES DE LOS SEROTIPO
DETERMINADD
TIPO 2 + TIPD 3 : 1:5 000 + 1:3 000 TIPO 1
TIPO1 + TIPD 3 1:2 000 + 1:3 000 TIPO 2
TIPO 1 + TIPO 2 1:3 000 + 1:5000 TIPO 3
TIPO 1 + TIPO 2 + TIPO 3 1:2 000 + 1:5 000 + 1:3 000 NINGUND




CONTROL, DE LA RELACION INTERTIPICA ENTRE SEROTIPOS

METODOS Ve Y VI
SISTEMA: CELULAS Hep-2C, RANGD DE PASE DEL 156 AL 168
TEMPERATURAS DE INCUBACION PARA NEUTRALIZACION 36,5 Q0 Y 4 QC
TEMPERATURA DE INGUBACION DE MIGROPLACAS 36 GC
MEOIO: EARLE LACTO AL 0.22% DE NaHCD3 Y PES.
PERIODO DE INCUBACION DE MICROPLACAS, 7 DIAS

CUADRO N@ 4

GRADO DE CRUZAMIENTO DE LA MEZCLA DE SUEROS ANTIPOLIO TIPD 2 v TIPQ 3 CON EL SEROTIPO 1
TITULA ( log,OICT/ml ).

REF. 497 TIPD 1 REF. 497 T-1 EN PRESEN~ | GRADO DE CRUZAMIENTO O MG

CIA DE LA MEZCLA DE SUE | DISMINUCION DEL TITULD

LS

ROS ANTIPOLIO T-2 + T-3 ORIGINAL
1. 6.15 5.45 0.7
0.75*
2. 6.15 5.35 0.8
3. 6.25 5.15 1.1
1.1+
b. 6.15 5.05 1.l

*NOTA; SEPARADDS POR LOTES DE PREPARACION. MG = MEDIA GEOMETRICA
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TITULACION DIFERENCIAL

METODOS: TITULACION Y NEUTRALIZACION POR MICROENSAYO

SISTEMA: CELULAS Hep-2C, RANGD DE PASE DEL 156 AL 168

TEMPERATURAS DE INCUBACION PARA NEUTRALIZACION 36.5 @Cy 4 OC

TEMPERATURA DE INCUBACION DE MICROPLACAS 36 &C

MEDIO: EARLE LACTO AL 0.22% DE NaHCO

3

¥ PES

PERIODD DE INCUBACION DE MICROPLACAS, 7 DIAS

CUADRO N2 5

TITULACION DIFERENCIAL DE LA VACUNA TRIVALENTE DE REFERENCIA ANTIPOLIOMIELITICA ( V. T. R. )

TITULD ( loglUDIBTSO/ml )

V.T.R. SEROTIPOS | SEROTIROS NQ DE PRUEBAS |MEDIA GEOMETRICA | DESVIACION MAXI- | MEZCLA DE SUERDS
PRESENTES | DETERMINADOS DEL TITULD (MGT) |MA Y MINIMA CON | ANTIPOLIO
RESPECTO A MGT

T-1+T-2+71-3 | TIPO 1 18 ( 5.02 ) 5,774 t TIPD 2 + TIPD 3
oo TIFO 2 18 4.85 to TIPO 1+ TIFO 3
oo T1P0 3 18 5.17 + g:;g TIFD 1 + TIPO 2
" " Mo Tel 4 T-2 4 T-3 18 5.92 M g:ig NINGLNA

v w | NG 16 0 0 Tl 4 T-2 + T-3

*NOTA: AGREGADD 0.75 COMD FACTOR DE CORRECCION OE ACUERDD AL CONTROL DEL CUADRD NQ 4,




CUADRO N@ &

TITULACION DIFERENCIAL DE 7 LOTES DE VACUNA TRIVALENTE ANTIPOLIOMIELITICA SABIN ( DRAL ) v, T,
V. T, N9 DE LOTE TIFD 1 TIPO 2 TIPO 3 T-1 + T-2 + T-3 NINGUND
677 ( 5.65 ) 6.4¢ 5.85 6.15 6.65 0
678 ( 5.45) 6.2¢ 5.75 6.15 6.55 0
687 ( 5.15 ) 5.9* 5.35 5.65 6.25 0
692 { 4.55 ) 5.65* 5.35 565 6.20 0
693 (4.75) 5.85* 5.55 5.85 6.35 o
694 ( 4.75) 5.85* 5.55 5.75 6.25 0
695 ( 5.05 ) 6.15* 5.45 5.95 6.45 0

NOTA: * PARA LOS LOTES 677, 678 Y 687 EL FACTOR DE CORRECCION FUE DE D,75 Y PARA LOS LOTES 692, 693,
694 Y 685 FUE DE 1.1.

a { ). VALOR EXPERIMENTAL.
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CUADRO NG 7

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS TITULDS DE C/U DE LOS SEROTIPOS EN LA V. T. R. POR EL METODD OE

t DE STUDENT

SERDTIPOS DEL POLIOVIRUS TITULOS ( log,DICTg/ml ) MET * ¢~ C. V.
ol= 0,05 t = 2.11 o= 0,01 t=2.898 %
+ +
— ( 5.02 ) 0,100 (5.02) ¥ 0.1 563
5.77 * ¥ 0.104 5.77* * 0.14
+
TIFO 2 4.8 _ 0,11 4.86 ¥ 0.16 4,73
TIFO 3 5.17 ' 0.07 5.17 ¥ 0,09 2.7
TIPO 1 + TIPO 2 + TIPD 3 5.92 ' 0,073 5,92 * 0. 2.89
&= NIVEL DE SIGNIFICANCIA t = t DE STUDENT ( TABLAS )

€. V. = COEFICIENTE DE VARIACION
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CUADRO NG 8

ANALISIS DE LOS TITULDS DE L0S SEROTIFOS DE LA V. T. R. EN BASE A LAS PROPORCIONES DE

C/U DE ELLODS

TITULO ( luglnDICTSO/ml )

TIPO 1 TIPO 2 TIPO 3 T-l + 7-2 + T-3
( 5.02 )

(o) 4.86 5.17 5.92

5.77 *

(E) 5.67 4.96 5,44 5.92

(~0.65 )
(0-E) - 0.1 - 0,27 0

+0.1

( 0 ) = DBSERVADOS

( £ ) = ESPERADDS

(0 -E ) = UBSERVADDS MENOS ESPERADDS. DIF,
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CUADRO N0 9

VARIACIONES NO SIGNIFICATIVAS PARA LA FORMULACION ESTABLECIDA EN BASE AL ANALISIS ESTADISTICO

DE LA V. T. R. POR t DE STUDENT

TITUO ( log,PIETee/mi ) * e

SERDTIPOS DEL ok= 0.05 o= 0.01 INTERVALO
POLIOVIRUS t = 2.11 t = 2.898 ol = 0.05 o= 0.01
TIFG 1 64 T 0,04 64 onau 6.3 7 X £6.5 6.26 7X £ 6.5
TIPO 2 57 T o 5.7 © 0.16 5.59 2 X< 5.8 | 5.5 »X<& 5.86
TIPD 3 618 T 0.07 6.18 7 0.09 6.117 X< 6.25 | 6.0842X& 6,276
T-l + T-2 + T-3 6.65 T 0.073 6.65 7 0.1 6.577 » X < 6.723 | 6.559X&6.75

ot = NIVEL DE SIGNIFICANCIA

t = t DE STUDENT ( TABLAS )




CUARDRO NO 10

ANALISIS DE LOS TITULOS OE LOS SEROTIPOS EN LOTES DE .T.

TITULOS ( 1ug1UDICTSD/m1 )

Ve 1. 677 TIFO 1 TIPD 2 TIPO 3 | T-1 + T-2 + T-3
( 5.65)
(o) 6.4* 5.85 6.15 6.65
(E) 6.b 5.7 6.18 6.65
(D-€) (-0.75 )
0 + 0.5 - 0.03 0
V. T. 678
( 5.45 )
(o) 6.2* 5.7% B.15 6.55
(E) Bk 5.7 6.18 6.65
(-0.95 )
(0-E) - 0.2 + 0.05 - 0.03 - 0.1
V. T. 687
( 5.15)
(0) 5.9 5.35 5.65 6.25
{E) 6.4 5.7 6.18 6.65
(-1.25 )
(0-€) - 0.5 - 0.35 ~ 0,53 - 0.t

3




GUADRO N@ 10 CONT.

LOTES TIPO 1 TIFD 2 TIPD 3 Tl + Te2 + T-3
V. T, 692
( 4.55)
(0) 5.65¢ 5.35 5.65 6.20
(E) 6.4 5.7 6.18 6.65
(-1.85)
(0-E) - 0.75 - 0.35 - 0,53 - 0.45
V. T. 693
(4.75)
(0) 5.85¢ 5.55 5.85 6.35
(E) 6.4 5.7 6.18 6.65
(~1.65 ) g
(0-E) - 0.55 - 0.15 - 0.33 - 0.3
Ve T. 694
( 4.75)
(o) 5.85* 5.55 5.75 6.25
(E) 6.4 5.7 6.18 6.65
(-1.65 )
(0-E) - 0.55 - 0.15 - 0.43 - 0.4
V. 1. 695
( 5.05)
(o) 6.15* 5.45 5.95 6.45
(E) 6.4 5.7 6.18 6.65
(~1.35 )
(D-E) - 0.25 - 0.25 - 0.23 - 0.2
( O ) = OBSERVADOS ( £ ) = ESPERADDS

2




DISCUSION

KXXXXKXXX

" Los Ideales que han iluminade mi camino, y gue una y otra
vez mg han infundido valor para enfrentarme a la vida con
buen &nimo, han sido la bondad, la belleza y la verdad "

Alhert Einstein

KXXXKXXKXKXXKXXXXXKKKXKXKEKXHHXKKKKKXKXKH KX KKK KKK X XK XKXKKK KKK KX X KX



Coma se ha mencionade anteriormente la Titulecidn Diferencial tiene
su fundamento en el efecto citopAtico que cause el virus poliomielitico
y en la reaccitn inmunoldgica de neutralizecidn, estos aspectos se ven -
influidos por la temperatura, pH, viabilided de las células gue son uti-
. lizadas como sustratc al ser descongeladas, medios tento de crecimiento
coma de mantenimiento que proporcionan los requerimientos para el metabo-
lismo celular ( 43, 58y 59 ), condiciones de esterilidad en todo el prog

ceso, asi como en el manejo de la técnica de microtitulacidn pare la eva

luecidn de les vacunas.

El buen manejo de los parémetros anteriores s de suma importancia

para la evaluacin de le potencla de las vecunss como una medida de Con-

trol de Calidad de éstas.

En este trabajo se utilizd 1s REF. 963 del virus de polio tipo 3 co
me control de sensibilidad celular ( Cuadro N2 2 ), se encantrd que la -
media de 1a REF, esta dentro del rango establecido por la O, M. S. para

preparaciones manovalentes, v'que esde L 0.5 lug1n.

L6e antisueros hiperinmunes inhiben la penetrecifin virsl. Esta ob-
servacion permite especular que la adeorcidn y penetraclén son mediadas
por dos diferentes sitios sobre el virifin, y posiblemente por dos dife--

rentea receptores celularea { 15, 23 y 3B ).
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Los sueros antipoliomieliticos hiperinmunes utilizados en este caso
fueron obtenidos de caballos debido a que fueron los epropiados para el
desarrollo de la titulacidn diferencial seqgin se ohserva en laos resulta-
dos del cuadra N9 3, ademds de gue se tenia la cantidad suficiente para
la realizacifin de la titulacién y para posterior utilizecidng no resul--
tando asi con los antisueros de conejo gque aungue se intento, el titulo
de algunos de ellos era menor que el del obtenido de los caballos y la -

cantidad de suero no fue suficiente.

Las cepas de poliovirus son identificadas por pruebas de neutraliza
cién por antisueros monoespecificas para cadas uno de los 3 tipos de po--
liovirus, en una diluci6n gque no muestre reaccidn cruzeda con tipos hete
rologos ( 61 ). En base a esto se obtuvieron las diluciones adecuadas -
del cuedro N@ 3 con la variante de que son diluciones de dos o tres sue-
ros antipolio mezclados, se logrd diluyendo los sueros hasta ser sufi<e.
cientes para evitar la infeccifn viral de los serotipos requeridos por -
ejemlo T-1 + T-2 y permitir sblo la manifestacién del T-3 por ECP que -

nos interesaba determinar y as! con cada unc de ellos.

La posesion de proteinas especificas de cublerts de los viriones da
1a capacidad a los determinantes antigénicos de estimular la produccidn
de anticuerpos especifices. Las proteinas de la cépside viral eon virus

especifica ( 29 y 61 ).

Se ha establecido que VP 1 es la proteina de superficie expuesta --
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predominante, WP 2 y VP 3 estan también locelizadaes externamente, pero -

son significativamente menos extensas que WP 1,

Los poliovirus fueron clasificados en 3 serotipos de scuerdo a la -
cepacidad del suero tipo especifico para neutralizar su infectividad re-
portandose que en varios animales inmunizados con poliovirus nativos de
un serotipo producién anticuerpos neutralizantes contra el tipo solamen-
te ( 53 y 57 ). También se determind que la sdicidn de suero tipo espe-
cifico a8l cultivo celulsr antes de que el virus sea lnoculado protege a
las células del efecto destructivo. La demostracién del efecto inhibito
rio del suero homblogo no solamente da evidencia convincente gque los cam
bigs citopAticos observados fueron causados por el virus sino tembién in
dican gue podria ser posible determinar in vitro el tipo entigénico de -
virua de la poliomielitis ( 17 ) como se realizt en este trabajo, tanto
como la presencia de anticuerpos tipo especifico en suero humano y ani--

mal  determinacién de anticuerpos, potencia de sueras hiperinmunes ).

(. l? )l

La proteina capsidica de los poliovirus esta constituids usualmente
en cuyatro componentes por electroforesis en gel de poliacrilamida ( WP 1,

W2, W3yuwyL), (47,53 55y 57 ).

En una electroforesis normal fueron separados los componentes de --
los tres serotipos de poliovirus tanto virulentos como atenuados ambos -

no incluyendo el polipéptido WP 4. Las cepas virulentas fueron Mahoney
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tipo 1, MEF-1 tipo 2 y Saukett tipo 3 y las cepas atenuadas fueran las -

de la vacuna oral Sabin designadas como Sa-1, S5a-2 y S5a-3.

La electroforesis normal mostrd patrones electroforéticos similares
de VP 1, WP 2 y UP 3 con solamente diferencias menores en los pesas mole
culares de polipéptidas homfilogos entre atenuadas y virulentas excepto -
Sa-1. E1 polipéptido patrén de Sa-l cansistié solemente de WP 2 y UP 3,
con el primerc estando presente en gran exceso, aungue la ausencia de --
VP 1 fue aparente { 55a, 55b ) ya que al realizar una electroforesis pH-
gradiente ( 55 & ), todas las cepas incluyendo Sa-1 producieran todos --
los patrones, este hallazgo sugirid gue VP-1 no faltaba de Sa-1 pero que

conmigra con VP-2 en electroforesis normal ( 55b }.

La proteina VP 1 de la cepa atenuada corre diferentemente que 1a --
UP 1 de laMahoney y LSC 2ab ( Sa-1 ) revelando que la UP 1 es un poli--
péptido menor en la atenuada. Esto sugiere una relacién (mutsciones po-
sibles) entre la apariencia de la alterada VP 1 y la pérdida de neuviru-

lencia para el poliovirus tipo 1 atenuado por el proceso de Sabin ( 32,

33).

A pesar de su eatrecha relacifn, los patrones electroforéticos de
Mahoney y LSc 2ab mostraron diferencias con las otras cepas de poliovi-
rus asl examinadas. Movilidades diferentes tembién fueron vistas en --

VP2, VP 3y uPL ( 38).
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Les diferenciss de movilided en las proteinas entre las cepas de --
tipo 1 puede ser atribuido posiblemente a sustituciones de aminoicidos -
de los cuales en el caso de Mashoney y LSc 2ab ( Se-1 ) representan cerca

de 1 al 2% de los residuos totales { 38 ).

El conocimiento detalladn de las secuencias del genoma de poliovi--
rus pueden también contribuir a el desarrollo de mejorar las vacunas de
virus vivos, con determinantes genéticos optimitizados pers entigenici--

ded y estabilizados para atenuacion ( 33, 34 ).

Un importente paso en esta direccién es la determinacién de la se--
cuencia del genoma total de la Sabin tipo 1 cepa vacunal atenuata cuando
al ser comparada con la cepa Mshoney virulenta, el genoma de la derivada
atenuada contenia 57 sustituciones de beses ( genoma total = 7 441 nu---
cléotidos ), 21 resultando en cambios de aminoAcidos, 12 de las mutacip
nes ocurridas en las proteinss capsidices v que se encuentran extensamen
te sgrupedas en VP 1, elevendo la pnsiblilided de gue la atenuacitn en -

parte implica modificacidn de la superficie del virién ( 34 ).

Un nimero de estudios han recientemente sido publicados para defi--
nir y localizar los sitios sobre la superficie del poligvirus responsa--
ble para dar una respuesta de enticuerpos neutralizantes prerrequisito -
para entender el mecanismo de neutralizacidn y ia genética de resisten--
cis a la neutralizacibn por anticuerpos definidos ( 12 ). Ls evidencia

también suglere un importante papel para UP' 1 en la entigenicidad de pa-
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liovirus, aungue la estructura antigénica del virus parece ser hastan-

te comple ja.

Se ha observado que polipéptidos aislados de poliovirus UP 1, UP 2

y UP 3 fueron cada uno capaz de inducir bajos niveles de anticuerpos ney

tralizantes en animales ( 10, 12 y 34 ).

Se ha mostrado que al menos-‘das epitopes de neutralizacidn estan lo
calizados sohre VP 1 ( 13 y 14 ). Se define N-Ep epitope de neutraliza-
cibn como la conformacidn de un elemento estructural en la superficie de
un virus en el cull un anticuerpo moncespecifico puede enlazarse, una in
teraccidn induciendo la neutralizacifn del virus y se define N-Ag sitic

antigénico de neutralizacifn tomo un agrupsmiento de N-Eps ( 14 ).

l.as observaciones indican que VP 1 porta 8l menos 3 sities de neu--
tralizacién antigénicos y que de estos hay un sitio antigénico gue pare-
ce ger el principal o inmunpgdominante del poliovirus tipo 1, Este sitio
sobre VP 1 revela varios rasgos caracteristicos: a) la regibn esta com-
puesta de una extensibn de aminoicidos hidrofi{licos, asi como se espera-
ria de un sitio expuesto sobre la superficie del virién. b) Una considg
rable variacion de la secuencia de aminoAcidos esta presente cuando las
sitios homblogos de los 3 serotipos de poliovirus son comparadaos. Fina&
mente una estructura curveada de la proteina esta presente sobre un ledo
del sitia. Tales estructuras son caracterizadas por la presencis de re-
siduos de prolina y otros eminodcidos caracteristicos tales como aspara-
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gina. Esta curva en la protefna puede eer Gtil para exponer la secuen-

cia de aminoécidos al exterior del viridn.

Alguna porcifin de UP 2 esta expuesta sl exterior del viridn y ha -
mostrado que contiene N-Ags virales. Se analizd también la secuencia -
de aminoédcidos de VP 2 del poliovirus tipo 1 ( Mahoney ) encontréndose
las mismas caracteristicas descritas anteriormente para el principal --

sitio antigénico neutralizante de UP 1 C 14 ).

También fueron examinados los tres serotipos de poliovirus con =--
suerns antipolio policlonales para poliovirus tipo 3 concluyéndose que
VP 1 posée determinantes antigénicos comunes para los tres tipus de po-
liovirus tanto como determimantes tipo especificos. Romanova y col. --
1981 han también mostrado reactividad cruzada intertipice entre les ti-
pos de polioviruspor técnicas de inmunoprecipitecidn con sueros antipo-
lio los cusles habien mostrado ser tipo especificos ( 43, 53 ) aunque -
hay frecuente interferencia entre ellos a pesar de sus diferentes carac

teristicas antigénicas ( 44 ).

Es por ésto que al tratar de determinar un soclo tipo antigénico de
poliovirus en una vacuna trivalente que contiene loe tres serotipos con
sueros hiperinmynes policlonales represemts tener cuidedo en la metodo-

logle a seguir para lograr resultados lo mbs adecusdos posibles,

El serotipo que presentn problema pare su determinecifin fue el ti-
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po 1 como se observa en los resultados. £n el cuadro NO 4 se puede ---
ver que hay un grado de cruzamiento de los sueras antipolio tipo 2 y ti
po 3 con el serotipo 1. €&n este cuadro se tienen 4 valores, los cuales
estan separados por lotes de preparacitn de sueros, esto se debid a que
se eleboraron solamente dos lotes a lo largo del trabajo de experimenta
cion y gque el primer lote de sueros se utilizd para la determinacifn «-
del serotipo 1 en la vacuna trivalente de referencia ( V.T.R. ) y en --
los tres primeros lotes de la vacuna trivaiente (V. 7. ) y les cuatro
lotes restantes de V. T, se evalul el mismo serotipo con el segundo lo-
te de sueros preparado. Por las razones anteriores este cuadro fue to~
mado como control intertipico de cruzamiento para la determiqa:iﬁn de -
dicho serotipo, siendo la justificacidn de los Factores nimericos o de
. correcion agregados para éste serotipo en los resultados. obienidos.

Independientemente a los resultados de éste cuadro se probd el suero -
antipolioc tipo 2 en presenciz del serotipo % siendo el grado de cruza-
miento de 0.5 lung 1o cual implica que el suero antipolio tipo 2 in-

terfiere mayormente que el tipo 3.

En los cuadros posteriores al cuadro NR 4 el serotipo 1 determina-
do se encuentra indicado con dos valores, un valor colocado entre paren
tesis que fue el valor abtenido sin agregar ningdn factor nimerico y &1
otro sefialado con un asterisco siendo el valor obtenido mas el facter -

de correcion o namerica.

En 1los cuadros 5 y 6 se tienen lps resultados de la determinacibn
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de cada serotipo y el total de las 18 prusbas que se hicieron a lg ~-=-

U. T. R. y a los lotes de V. T. que solamente se les realizd una titula

cibn diferencial psta cada lote.

En el cuadro N@ 7 se tiene el andlisia estad{stica de la V. T. R.
con das niveles de significancia de 0.05 el primero y de 0.0l el segun-
do. E1 intervalo con 0.01 de significancia es mas emplin. Este estu--
dio estadistico se hizo para tener los 1limites en los cusles los lotes
de V. T. estarian dentro de lo establecido en base & la formulacidn in-

dicada en el cuadro NQ 1.

En el cuadro M@ 8 se observan los titulos de cada serotipo de la
V. T. R. comparendolos con los valores esperados conforme 8 la propor-
clén de caeda uno de ellos. Las diferenciss entre observados y espera-
dos son pequefias si tomamos en consideracion la relecién intert{pica -~

gntre los serotipos.

Debido a esta relacidn se sugiere ampliar el rango de los 1limites
establecidos estadisticamente gue fueron calculedos en farme indepen--
diente para cada serotipo. Estos l{mites podrian ser tomados como los
considerados por la 0. M. S. para vacunas monovalentes que es de -—-----

tos loglu Vv aplicarlu.tanbién a las vaecunas trivalentes.

En el cuadro N9 9 se encuentran los limites establecidos para la

formulacidn de la V. 7. en base & los resultados obtenidos de 1a V.T.R.
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Tomando en cuenta estos limites con un nivel de significancia de -
0.01 de los 7 lotes examinados de V. T. observamos que los lotes 677 vy
678 se encuentran dentro o en los limites tanto cada uno de los sero-—
tipos camo 1la determinacidn de los tres. Los lotes 687, 692 y 695 ae
encuentran fuera de estos limites y de los lotes 693 y 694 el serotipo

que se encuentra dentro de los limites es el serctipo 2.

Para 1imites de ¥ 0.5 log10 los lotes encontrados dentro de gstos
en la determinacibn de cada serotipo y la determinacion de los tres -~-—
fueron el 677, 678 y 695, los lotes 693 y 694 se encuentran dentro de -
los limites a excepcifn del serotipn 1 de cada uno de ellos. En el lo-
te 692 se encuentraan dentro de los limites la determinacion del seroti
po 2 y 1la de los tres serotipos quedando fuera el serotipo 1y 3. Por
{1timo en el lote 687 se encuentra fuera de los limites el serotipo 3vy

dentro los serotipos 1, 2 y los tres ( Cuadro NG 10 ).

Estos resultadns sugieren que el serotipo 2 y el serotipo 1 poséen

sitlos mAtigénicos similares en mayor proporcién que con el serotipo 3,

Como comentario en 1958, una vacuna de virus vivo tipo 2 monovalen
te fue usada durante un foco de poliomielitis de tipo 1. Una reduccién
de incidencia de pardlisis fue observada entre individuos inmunizados 8
dias antes del brote de par8lisis, deblendose a la interferencia viral
( 483 ) o proteccidn heternloga por el anticuerpo tipo 2 contra el antl
geno tipo 1 ( 4Ba, 57 ).
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Posteriormente se realizd una titulacidn diferencial teniendo como

control 1a V. T. R. y para la determinacidén de serotipos una V. T. pro-

veniente de Argentina, se utilizeron células Hep-2C pese 172 y suero fe

tal de ternera Gibco 30N 4246.

TITULDS ( lc\ngICTsu/ml )

V. T. R, (B5ERVADDS ESPERADOS DIFERENCIA
TIRD 1 68.05 6.136 - 0.08
TIPO 2 5.15 5.429 - 0.28
TIPQ-3 5.85 5.91 - 0.06
6.35 ‘
TOTAL (6.4) 6.4 o
B.45
SEAYBLABKF DE FORMULACTION
ARGENTINA []EIS;ERUADDS ESPERADOS DIFERENCIA
TIPD 1 6.55 7.0 - .45
TIPD 2 5.85 6.0 ~ 0,15
TIPO 3 6.35 6.5 - 0.1%
7.25
TOTAL .05 (7.15) 7.14 + 0.0

Comn se cbserva en estos resultados las diferenciss entre los va--

lores cheervados y esperados son muy peguefiss no excediendo de tas log




aun cuanda el tipe 1 es el que mas diflere no se vio la necesidad de a~

gregar un factor nimerico.

Las variantes en esta titulaci6n fueron:

a). Las mezclas virus-suero se hicleron en las microplacas ( utili
zando volimenes de 0.05 ml de c/u de suero y virus para hacer la mezcla ).

b). Las células se adicionaron a las microplaces al fimal del perio
do de incubacifn de la neutralizacifn.

c). Los volimenes se afiadiercn con micropipeta SOCOREX.

Estas variaciones evitan el uso de tubos y pipetas serolégicas, las
cuéles pueden influir sobre los resultados de la prueba, si ni estan ---

taien lavados e inclusc en la exactitud.

Aungue debido a que solamente se tiene este resultado con la varia-
cian de metodologia de utilizar solamente las microplacas y laz -vartsne-
tes mencionados su influencia sobre el resultado debe tomarse con cierta

reserva.

Sin embargo es importante observar que las diluciones de lmie sueros
antipoliomieliticos fueron seleccionadas adecuadamente y spropizdas para
determinar ceda uno de los serotipos en una mezcla que contiene lobg tres

serotipos como son las vacunas trivalentes.
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CONCLUSIONES
XXXXXXXKXXXR

Y En lp mis crudo del invierno eprend{ al fin gque habia en
m{ un invencible verang ®

Albert Camus
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1.

2.

EL MANEJD DE LOS METQDOS SE LLEVO A CABO SATISFACTORIAMENTE.

LA TITULACION DIFERENCIAL ES UTIL Y APROPIADA PARA LA DETERMINA-
CION DE LOS TRES SEROTIPOS EN UNA VACUNA TRIVALENTE Y POR TANTO

PARA LOS FINES INMEDIATOS DE CONTROL DE POTENCIA DE LA UACUNA,

DEBIDD AL CRUZAMIENTO INTERTIPICD DE LOS TRES SEROTIPOS DE LA VA
CuNA DE POLIOUIRUS, SE PROPONT. CONSIDERAR UNA RANGO DE UARIACION
SIMILAR AL DADO POR LA O, M. 5. PARA VACUNAS MONOVALENTES QUE ES
0E ¥ 0.5 10910. ADEMAS DE UN CONTROL DE CRUZAMIENTO INTERTIPICO
PARA LA DETERMINACION DEL SEROTIPD 1, EL CUAL PRESENTO PROBLEMAS
EN SU DETERMINACION,

LA TITULACION DIFERENEIAt ES DE FACIL MANEJD YV ESTA DENTRD DE ---
LAS POSIBILIDADES DE I. N. V. LLEVARLA A CABO Y TENERLA.
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APENDICE

XXXX KX XX

" Lo mejor de la vida son las ilusiones de la vida "

Honorato de Balzac
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METODOS DE CALCULD EMPLEADOS

A). METODD DE SPEARMAN-ARBER. UTILIZADO EN LOS ESTUDIOS OE INFEC
TIVIDAD PARA DETERMINAR LA POTENCIA DE SUSPENSIONES VIRALES EN DOSIS IN=

FECTIVAS PARA CULTIVO DE TEJIDDS 50% ( DICT ., ).

50

log, PIETgy = D -A(S5-0.5) DONDE :

D

A
S = LA SUMA DE LOS POSITIVOS EN TODAS LAS DILUCIONES

log DE LA DILUCION QUE CONTIENE LA MAS ALTA CONCENTRACION DE VIRUS.

i

LA DIFERENCIA LOGARITMICA ENTRE LAS DILUCIONES

0.5 = CONSTANTE USADA EN TODOS LOS CASDS PORQUE DA EL VALOR DEL 50%

B). MEDIA GEOMETRICA. EL LOGARITMD DE LA MEDIA GEOMETRICA ES LA
MEDIA ARITMETICA DE LOS LOGARITMOS DE TODOS LOS VALORES.

lmg MG = 1log X1 + log Xz + log X3 + log X,’ +  wesasensense

N

as



c).

t DE STUDENT ( 51y 60 ).

U=x % ¢ 8§
o
DONDE :
A = MEDIA GEOMETRICA ( MG ).
t = VALOR DE t ( TABLAS )
S = DESVIACION STANDARD
n = TAMAND DE LA MUESTRA
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