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RESUMERN

Se utilizd la técnica de Inhibicién de la Hemaglutinacidn reportada
por 2l Centroc para el Control de Enfermedades (C.D.C.) de Atlanta
Georgia U.S.A., empleando la hemaglutinina del virus de la ruvdéola
cepa Therien, por ser la técnica de referencia para conocer la xzela-
cidu que se tiene en la cuantificacidén de anticuerpos antirrubéola
con la t3cnica de cnsayo inmuncenzimdtico (ELISA} de un sistema de
prueba indirecto de la casa Behring, en 75 sueros pares provenientes
de estudiantes universitarias (F.E.S. Cuautitlin) con edades entre
los 18 v 30 afios de edad. Se obtuvo un coeficiente de correlacién
(r) de 0.75 entre estas dos técnicas con una concordancia del 23.0%
en la evaluacién de la inmunidad antirrub&ola. La utilidad de la
prusba de ELISA resalta debide 3 su mayor sensibilidad (91.0%) y es-
peéificidad sobre la téenica de IHA estandarizada (88.0%) en 1La de-
terminac¢idn de inmunidad antirrubéola, encontrando en la poblacidn
estudiada una susceptibilidad Jzl 2.2 =21 16.0% dependiendo de la sen
sibilidad del mé&todo utilizado y debido a su facil desarrollo, la
t8cnica de ELISA nos permite efectuar un gxan nimero de valoraciones

en forma ventajosa.
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CAPITULO I
INTRODUCCIOHN

La rubola es una enfermedad infecciosa que ha demostrade su
potencial teratSgeno en nifios nacidos de mujeres que la han padeci-

do durante el primer trimestre de la gestacidn {8, 11, 13).

El riesgo de infeccidn para las mujeres en etapa £Ertil. esti
relacionado con su estade inmunitarioc hacia este virus; estudios se-
rolégicos en distintos grupos humanos han presentado variaciones im-

portantes én la susceptibilidad al virus de la rubdola en mujeres de

diferentes comunidades {1, 28, 38).

En nuestro pais, la exposicién al virus de la rub&ola se esta-

muy tempranas en forma clinica & subclinica, de mo-
do que a los 15

aflos se considera muy alta la presencia de anticuer-

pos que confieren inmunidad (3, 33).

No obstante, estudios realizzdos en la Ciudad de MExico, indi-
can que cerca del 10% de las mujeres en edad de concebir se encuen-

tran desprotegidas ante dicha enfermedad teniendo el riesgo de c¢on-

traerla durante el embarazo (33, 42).

De ahi la importancia de prevenir esta infeccidn antes del em—

barazo, mediante la deteccidn de mujeres susceptibles a través de
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la evaluacidn de su inmunidad sérica seguida por la Vvacunacidn de

mujeres seronegativas (33, 42}.

El diagndstico de laboratorio rapido y preciso de las enferme-—
dades infecciosas es indispensable tanto para prestar atencidn in=
mediata al paciente como para introducir las medidas de salud pibli-
ca que sean necesarias, esto es de radical importancia, pues en la
mayoria de las infecciones caus.das por virus, el diagndstico clini-
co no es lo suficientemente claroc, debido a que muches virus pueden
ocasiconar un cuadro clinico muy parecido, dificultando asi el diag~
ndstico diferencial preciso (10).

Uno de los principales retos de la ciencia mé o2 moderna es la
integracidn de los adelantos bisices de la inmunologia a los proce-
dimientos de diagndstico que sean Utiles en la clfinica médice, esta
necesidad se ha ido solucionando en los {ltimos afios va que los mé-
todos de laboratorio se han vuelto cada vez mds refinados y simpli-~
ficados y debido a su especificidad y sensibilidad, han alcanzado

un papel central en el diagndstico clinico.

De estos métodos, el ensayo inmunoenzimitico conocido como
ELISA, gue fué introducido por Engvall y Perlman y Van—-Weeman Schuu-—
ner en 1971 (49), como mé@todo prictico para la determinacidn de an-—
ticuerpos contra antigencs microbianos y otras sustancias bioldgicas,
ha significado un avance para la evaluacidn de la serologia viral,

sustituyendo otras técnicas de diagndstico ya que permite tanto la



evaluacidn de la proteccidn inmune como la demostracidn de un pro-—

ceso activo de infeccidn (16, 20, 31, 43, 48).



CAPLTULO II

GENERALIDADES

2.1l. Antecedentes Histdricos
La infeccidn poxr ol virus de la rubfola, se ha descrito como
entidad nosoldgica desde mediados del siglo XIX. ILa etiologia
de la enfermedad fué demostrada en 1938, por Hiro y S. Tasaka
(11). En 1941, la era contempdranea de la rubdola comienza,
cuande el Dr. N. Mc. Aliester Gregyg oftalmblogo australiano des
cubrid que el virus de la rubéola es teratdgeno cuandeo afecta
a la mujer en etapa de embarazo, tal asociacidn fué confirmada
universalmente en todos los paises hasta la disponibilijdad de

vacunas (8, 11, 38}.

Una epidemia de rubfola (1963-1265} distribuida en varias par-
tes del mundo, sixvid para comprobar la magnitud del problema
y estimuld esfuerzos para desarrollar vacunas seguras y efecti=-

vas (8, 38).

En 1962, tres vacunas de virus de ruwdola atenuados fuercn apro
bados para su uso en humanos, estas son: la HpvV~-77, la Cende-—

hill y la RA27/3 (8, 22}.

Entre 1971~1979, se realizd en EE.UU. la inmunizacidn de la po-—

blacidn femenina con la vacuna Cendehill o la HPV-77 (4}.
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En 1980, la vacuna HPV-77DE5 es reemplazada por la RA27/3 comeo
tnica vacuna distribufda en los EE.UU., por tener menos efectos
colaterales (4, 8). La disminucidn de embriopatias por rubdola
ha disminufdo en EE.UU. a partir de 1984, debido al incremento
de métodos de diagndstico de laboratorio y a la prdctica de la

vacunacidn {14, 22, 38).

Caracteristicas Virales

ELl virus de la rubkéola es el (nico miembro del género Rubivirus
de la familia Togaviridae (7). Clasificado en base a sus pro-
piedades bioguimicas y biofisicas gque se presentan en la Tabla

No. 1

Es un virus esférico envuelte, gue -ontiene una f£ibra simple de

RNA de polaridad positiva (7, 21, 23).

La composicidn escencial del viridn de la rubéola es de tres
parteinas estructurales especialmente 2 glicoproteinas de envol
tura E1 vy E2 (E2a, E2B), asi como una nucleoproteina "C", aso-
ciada con el RNA infecciosc del viridn, con pesos moleculares
de 39K, 43 a 4BK y 34K respectivamente, en proporciones de
S:1:5 para EL:E2:C. Estas proteinas estdn codificadas por tres
genes y en ellas radica la capacidad inmunogénica del virus (7;
25). En la Figura MNo. 1 se esguematiza la morfologia bidsica

Qel virus de rub&ola, con algunas de sus caracteristicas.



rabla No.

)]

1 CARACTERISTICAS DEL VIRUS DE La RUBEOLA

(7, 21, 23}

A.—

Propiedades de la particula viral:

Acido Nucleico: Molé€cula finica de sentido positivo
RMA~-mc, con peso molecularxr de 3.2X10
dalton.

Morfologia : Esférico de 50 a 70 nm de didmetro,
superficie con proyecciones.

Simetria : Icosaddrica

Envoltura : Lipoidica

Efecto sobre la cé&lula:
Presenta actividad hemaglutinante (HA)
ion—-dependiente.

Propiedades Fisicoquimicas.

Pensidad de Flotacidn: 1.18 -~ 1.20 g/ml

Coeficiente de sedimentacidn: 280 §.

Destruccidn de infectividad: Solventes lipidicos,
tripsina, radiacidn U.V.

Estabilidad pH 6.8 - 8.1

Temperatura Se inactiva a 56°C por 30 win,
70°C poxr 4 min., establecs a
4°C por mis de 7 dias e inde-
finidamente a-60°C.

Multiplicacidn:

#n el citoplasma. La maduracidn ocurre por germacidn a

través de la membrana intracitoplasmiatica.
Caracteres Bioldgicos:

El miembro del género Rubivirus (Rubella virus) no es trans
misible por artrdpodos.

No relacionado seroldgicamente con ot*os rogav1r1dae

No existe hospedador invertebrado. E1 hombre es el tdnico
hospedador vertebrado conocido.




E2 (E2a, E2b)

Caracteristicas:
. +

. Tipo de genoma ........ RNA . Asociado con una
nucleoproteina "C".

. Morfelogia .c...eievieannn particula esférica con
proteinas de envoltura
(E1, B2)

. Simetria sicieeiienacan- Icosaédrica

Figura No. 1 DIAGRAMA DE LOS COMPONENTES DEL VIRUS DE LA RUBEOLA
( 7, 21, 23).



2.3. Manifestaciones Clinicas.
La rubfola es una enfermedad infecto-contagiosa, que por sus
repercusiones clinicas se puede clasificar en dos tipos de in-

feccidn.

La infeccidn postnatal, inducida en personas susceptibles por
la instilacién del virus en las mucosas de las vias respirato-—
rias superiores. Tiene un veriodo de incubacién de 14 a 21
dias, generalmente es una enfermedad febril leve, caracteriza-
da por sintomas prodrdmicos minimos o nulos, erupcidn transito-—
ria eritomatosa y reacciones del sistema linfdtico con leves
manifestaciones generales, gque afecta con mayor frecuencia a
nifios de 3 a 9 afios y a los adultos j6venes pocas veces produ-
ce complicaciones y virtualmente nunca es fatal. No obstante,
en adultos, sobre todo en mujeres la erifermedad comunmente se

acompana por una poliartritis transitoria (8).

Este padecimiento tan trivial se pregenta como un problema en
la mujer no inmune en etapa £a8rtil, ya que frecuentemente con-

duce a la infeccidn congénita (Figura No. 2) (13, 34).

La viremia materna puede dar lugar a la infeccidn placentaria
y @ la consiguiente viremia fetal. En los tejidos fetales se
piensa que el virus de la rubdola tiene un efecto inhibitorio
de la mitosis celular y un efecto citopatogénico lo que expli-

caria la génesis de malformaciones (6, 11, 32).



Las consecuencias de la rubéola son variadas e impredecibles de
pendiendo de la época del embarazo en que se presenta la enfer-
medad y puede ir desde la muerte fetal, anomalias al nacimjen-
to & ain nifios normales sin evidencia clinica de infeccién (8,

13, 34).

Ia precosidad con que se produzca la infeccidn durante el emba-—
razo es un elemento crucial en la patogenia de la rub&ola con-
génita. Es evidente que el riesgo de malformaciones es alto

entre mds corto es el periodc de gestacidn transcurride (13).

Bl sindrome de rubéola congénito (SRC) se caracteriza por la
infeccidn del producto que puede presentarse con defectos Uni-
cos, malformaciones miltiples e incluso infeccidn activa, por
lo que las manifestaciones clinicas de la rubdola congénita
tegorias gue reflejan los meca-

nismos involucrades en la patogénesis y ellos son:

A.~ Condiciones pasajeras en el recifén nacido 6 en el jdven
infante.
Retraso en el crecimiento (Bajo peso al nacer)
pirpura trombocitopénica
Hepatitis
anemia hemolitica
Hepatoesplenomegalia

lLesiones en los huesos largos



B.- Manifestaciones estructurales permanentes que pueden pre—

sentarse en el nacimiento & durante el primer afic de vida.

Auditivas : Sordera total & marcada hiposensibili-
dad auditiva.

Alteraciones cculares:

P

Cataratas, glaucoma, retinopatia, mi-
croftalmia, miopia severa.

Cardiovasculares:
Persistencia del conducto arterioso,
de fectos del tabique ventricular, este-
nosis pulmonar y coartacidn de la aor-
ta, necrosis del miocardio.
Neuroldgicas 3 Retraso psicomotor, microcefalia, ence-

falitis, rxetraso mental.

Manifestaciones tardias en jdvenes & al principio de la

=2dad aduita.

Desdrdenes enddcrinos:
Diabetes Mellitus
Hipotiroidismo

Hipertiroidismeo

A pesar de la diversidad v gravedad de su patolcjia, el SRC,
pasa inadvertido en el nacimiento. La tasa de mortalidad en-—
tre los nifios infectados en etapa de gcstaciéh por virus de
la rubdola y que presentan sintomas al nacer es un 20% (8,

34).
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VIRUS DE LA RUBEOLA SILVESTRE

INFECZION
POSTNATAL MUJER EMBARAZADA SUSCEPTIBLE
ENFERMEDAD EXANTEMATICA INFECCION DEL FETC O

EMBRION ( IRC )

ABORTO MORTINATO INFANTE CON
SRC
INMUNIDAD
DEFECTOS AL DEFECTOS
NACER TARDIOS

Figura No. 2 INFLUENCIA DEL VIRUS DE RUBEOLA EN LA INFECCION POST-

NATAL Y EN LA MUJER NO INMUNE EN ETAPA FERTIL (13, 34).



2.4.

12

Regpuesta Inmune.

El curso de la infeccidn, detercidn viral y sintesis de anti-

cuerpos se observa en la Figura No. 3

La duracidn de la infeccidn adquirida por virus de rubola, es~
t3 limitada de 2 a 3 semanas, esto es por los mecanismos de de-
fensa del hue‘sped: Al ocurrir ¢l exantema cesa la viremia des-—
encadendndose simultaneimente respuestas especificas debidas

principalmente a anticuerpos. Sin embargo el virus puede ser

aislado a partir de secresiones nasofaringeas desde siete dias
antes de la aparicidn del exantema hasta siete dias después de

la aparicidn del exantema (10, 15, 36).

Lz infeccidn natural estimula la produccidn de varios tipos de
anticuerpos detectados por diversas t&cnicas. El primero en
aparecer es el anti tuerpo inhibidor de la hemaglutinacidn (IHA)
jue eleva sus titulos rdpidamente y alcanza una meseta en apro—
ximadamente 2 a 3 semanas, y puede persistir durante muchos -
anos. Los anticuerpos neutralizantes (Nt), son demostrables
pocos dias despuds persistiendo durante afios. EL anticuexrpo
fijador de complemento (FC') no aparece hasta aproximadamente
30 dias despu€s de la exposicidn, su titulo llega al maximo du—
rante el primer y segundo mes postinfeccidn tras lo cual el

comportamiente no es predecible (11, 20, 27, 40}.

Las proteinas de la <ipside viral, estimulan a los linfocitos
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B, para sintetizar anticuerpos humorales IgM, IgG e IgA sérica

¥y secretora (9, 19).

La primer respuesta de inmunoglobulinas después del estinulo
antigé€nico suele ser del tipo IgM, con actividad especifica
contra el virus, aparecen l& dias después de la sxposicidn al-
canzando su miximo por el dia 25, siendo sustituidas progresi-

vamente por los anticuarpos IgG para mantenerse de por vida

(29, 36).

Epidemiclogia y Control.
La epidemioclogia de la rubfola esti dominada por consideracio-

nes acerca de su efecto teratogénico.

Ta enfermnedad presenta una preferencia sstacicnal an EBoropa 7
en los EE.UU. durante los meses de invierno y primavera y, aun-—
que esto pueda concordar con lo observado en otros paises en
zonas templadas se reportan numerosos casos en todas las épo-

cas del afio (8) .

La inguietud por el problema rubéolico, ha surgido en aquellos
paises donde se han reportado epidemias en grandes nicleos de
la poblacidn y en los que ademis existe una proporcidn conside-
rable de mujeres susceptibles (38). Esta situacidn se ha ob-
servado en los EE.UU. en los afios de 1935, 1943 y 1964. Como

consecuencia de estas epidemias se estima que 30,000 nifos tu-
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vieron alglin problema congénitc relacionado con el virus de la

rubéola en toda la unidn americana.

El control de la rub€ola en los EE.UU., se ha logrado mediantc
te la inmunizaciSn sistemdtica de la poblacidn escolar (mascu-
lina y femenina), con el propdsito de eliminar la <circulacién
del vixrus y proteger de esta manera a las mujeres no inmunes
en etapa f€rtil. Desde 1962, cuando se autorizd la vacuna con=~
tra la rub@ola, la frecuencia de la infeccidn en la poblacién,
v por tanto, de esta enfermedad, ha disminuido constantemente

a la fecha rigura No. 4 (38).

Sin embargo, en la Ciudad de M8xico, la epidemiologia no es
igual a la de otros paises, puesto que los niveles de vida no

son los mismos (33).

La rubdola en nuestro pais tisne caracteristicas endémicas ya
que la mayoria de la poblacidn tiene anticuerpos contra este
virus, siendo immunes un alto porcentaje de mujeres en etapa
fértil, por lo gue no se justifica la v-cunacidn masiva, ya
que existen otras enfermedades que son verdaderus problemas de
salud plblica y por lo tanto tienen prioxidad en la aplicacién
de recursos econdmicos, por lo que la vacunacidn debe ser apli

cada selectivamente en mujeres fértiles no-—inmunes (1, 33, 42).

Los datos mds recisntes sobre rub&ola segiin las estadisticas
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de enfermedades transmisibles en la Repblica Mexicana corres-—
ponden al afio de 1986, en ellos se notifican 54,215 casos de

rubfola, mas del doble que en 1984 en el cual tuve una inciden-

cia de 21,250 casos.

Bl lugar gue ocupa la infeccidn por rubdola antre las enferme-~
dades transmisibles en México, segiin los datas reportados, ha

variado del 190. lugar en 1970 al 1l50. lugar en 1984 v en el

afio de 1985, la incidencia aumentd a niveles tales que la infec-—

cidn ocupd el 6o. lugar dentro de las anfermedades transmisi-

bles. Esto puede implicar 2 situaciones: gque la incidencia

de la rubgola en México ha aumentado o gque la vigilancia epide—

miol&gica ha mejorado en los (ltimos ados (5).

ahi que el procedimiento aconsejable sea determinar primeco

la susceptibilidad por examen serolfgice y administrar la vacu—

na a las mujeres no—inmunes que lo soliciten, asegurindose que

la pérsona no este embarazada y que ro lo vaya a estar dentro

de los tres meses después de la vacunacidn, para evitar un po-

sible efecto teratdgeno producido por el virus de la vacuna

(4, 36, 38).

En los individuos infectados o vacunados, el virus de la rubdo-

1la, causa una pronunciada inmonorespuesta que puede medirse

ceon las técnicas serolégicas disponibles 7y de esta manera

conocer ia inmunidad que se presenta (4, 9, 16).
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La prevencidn de la enfermedad viral se ha logrado primordial-

mente a través de la elaboracién de vacunas (3}.

Se dispone de vacunas atenuadas derivadas de cultivos de te<i-
do, por medio de pases serxriados del virus de rubola: En cé-
lulas renales de mono verde africano (GMK), después de 77 pa—
ses se encontrd disminucidn importante de su virulencia, la
cepa se conoce como HPV-77; una atenuacidn ulterior en pases
por embridén de pato HPV-77DES; la cepa Cendehill atenuada me-—
diante 53 pases en rifidn de conejo a partir de 4 pases en cé-

lulas GMK (36).

Se han desarrollado otras cepas en rifidn de cobayo (cepa japo-
nesa To—336) vy se tiene la vacuna, la RA27/3 atenuada en 25 pa-

ses =n cfélulas diploides hweanas wWI-32 {13, 22, 28).

La administracidn de estas vacunas ha producido seroconversidn
del 95% de receptores susceptibles (3). Los eventos viroldgi-—
cos son similares pero en menor magnitud, siendo los valores
de anticuerpos IHA y Nt de 4 a B veces menores que los regis-
trados en la infeccidn natural, pero usualmente las concentra-—
ciones permanecen sin cambio por més de tres afios, con menor
cantidad de virus en las secreciones faringeas, viremia y eli-

minacidn faringea de menor duracidn (22).

Se han evaluado las respuestas de inmunizacidn contra diversas
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vacunas, indicando gue si bien inducen una perdurable respuesta
inmunitaria, se ha encontrado un riesgo de aislamiento del 3.1%
para la cepa RA27/3, en comparacidn de un 20% para la HPV-~77 y

la Cendehill (4, 221.

La eficacia global se ha medido por el grado de proteccidn con-
ferida al huésped inmunizado después de la exposicidn a la in-
feccidn. La utilidad de la vacunas ne se ha medido simplemente
por la aparicidn de anticuerpos séricos sino por la observacidn

de una mayor proteccién contra la enfermedad (24, 36).

La vacuna RA27/3 tiene ventajas sobre las otras, debido a que
se ha demostrado gque produCz una mayor inmunogenicidad por un
tiempo mis prolongado en intervalos de 11 a 12 afios postvacuna-
cidén (3, 14, 22}, proporcionando una inmunidad mi3s £31ida con-
tra reinfecciones que la respuesta obtenida por la HPYV-77DES

5 la Cendehill (12, 13).

Bn lac determinac¢iohes de inmunoglobunlinas especificas contra
el virus de rub€ola, las vacunas muestran una respuesta de IgM
menos prolongada que la infeccidn natural, con mayor predomi-

nancia de anticuerpos IgG (12, 29).

La informacidn acerca del desarrollo de anticrerpos IHA, IgG e
IgM postvacunacidn es Gtil para el diagndtico de la inmunidad

gue se tiene hacia una infeccidn por rubéola (20).
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2.6. piagndstico de Laboratorio

Con frecuencia la rub&cla se confunde con otras enfermedades
gque coexisten con exantema maculopapular, como las causadas
por numerosos picornavirus (ECHO, Coxackié), paramixovirus,
reovirus etc., asi como las erupciones preducidas por Edrmacos

y con la fiebre escarlatina.

Un diagnéstico certero de rubéola se hace udnicamente por aisla-
miento del virus v su identificacidn (MEtodos Directos), & por
la respuesta inmune gue presenta el organismo a la infeccidn

viral (MEtodos Indirectos) .

METODOS DIRECTOS

El empleo de los cultivos celulares come sistemas de propaga-
cidn para el estudio de los virus, ha hecho posible el avance
considerable en los conocimientos de los efectos biolfgicos

que permiten la identificacidn del agente.

El aislamiento del virus de rubdola en cultivos celulares con=
dujo a la primera prueba viral disponible para un diagnéstico

definitivo de dicha enfermedad.

El virus de la rub@ola ha sido cultivado e identificado duran-
te el curso clinico de la enfermedad, a partir de las secre-
ciones nasofaringeas, orofaringeas, orina, LCR, placenta y te-

jidos abortados.



La presencia del virus se demuestra por la aparicidn de cambios
citopatoldgicos (ECP) en lineas. celulares RK-13 (derivadas de
c&lulas de rifidn de hamster) usualmente después de 6 a 8 afas
de la inoculacidn en las monocapas celulares (29, 30), asi co-
mo por interferencia viral en c€lulas amnidticas humanas, cé-

lulas Vero (6, 9).

Los virus aislados se identifican especificamente empleando an-
ticuerpos conocidos qué inhiban o neutralicen los efectos bio-
18gicos del virus o reaccionen con los antigenos virales (hema-

glutinantes & fijadores de complemento) .

Las t8cnicas cl@sicas de l: soratorioc que habitualmente se em-
plean en virologia, si bien especificas y sensibles, suelen
ser tediosas, dificiles &, en algunos laboratorios, de ejecu-

cidn imposible.

METODOS INDIRECTOS

Las técnicas seroldgicas empleadas para la deteccidn de anti-

cuerpos contra =21 wirus de la rubdola son de importancia diag=-
ndstica primordial, ya que nos permiten diferenciar las infec—
ciones agudas y congénitas, asi comopoder establecer la inmu-

nidad gue se tiene contra este virus, valorando las inmunoglo—

bulinas ® y G respectivamente (2, 12, 17, 34).

Las pruebas serodiagndésticas comunmente empleadas, incluyen
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la fijacidn del complemento (FC'l, inmunofluorescencia indirec~
ta (IFA), neutralizacidn viral (nt), inhibicidn de la hemaglu-
tinacidn (IHA) y mis recientemente emergida, la prueba de en-
sayc inmuncenzimitico (ELISA), radioinmunoensayo (RIA), hemd-—
lisis radial simple (HRS) y aglutinacidn de particulas de 13-
tex (Ld); para las cuales existe un patrdn de respuesta de an-—

ticuerpos caracteristicos de cada prueba (Figura No. 5) (20,45).

Todos estos sistemas de ensayo, a excepcidn de la FC' y la de-
terminacién de inmunoglobulinas de la clase 1gM, detectan anti-
cuerpos que persisten durante afos y por lo tanto son pruebas
adecuadas para la determinacidn de la inmunidad que se tiene
ante una infeccidn pasada o inmunizacidn, asi como el diagnds-

tico de la infeccidn aguda de rubdola.

La sensibilidad de estos ensayos en la deteccidn de bajos nive=-

les de anticuerpos de rub&ola varian considerablemente.

Las sensibilidades relativas de estas pruebas estdn ampliamen-

te determinadas por sus especificidades (16, 41, 43, 46).

En la actualidad se han desarrellado un gran nimerc de pruebas
serdlogicas, incluyendo equipos comerciales con reactivos pre-—
estandarizados, gque son generalmente usados en los laboratorios
clinicos, Gtiles para la valoracién de anticuerpos contra ru-—

bicla. La composicidn v calidad de varias pruebas comerciales,
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se -han comparado con los métodos convencionales (IHA, ultracen-—
trifugacidn en gradiente de sacarosa etc.) para la evaluacidn
de anticuerpos IgG & IgM. En la tabla No. 2 se presentan al-

gunas caracteristicas de estas pruebas (17, 20 :l).



ELISA/RIA

HNivel de Anticuerpos

-
N
< -7 7 14 21 28 35
invasidn dias

Figura No. 5 RESPUESTA INMUNE A LA RUBEOLA DETECTADO POR DI-
VERSAS PRUEBAS INMUNOSEROLOGICAS DE SENSIBILIDA-
DES Y ESPECIFICIDADES DIFERENTES (20).



Tabla Nn. 2

DETECCION SERCLOGICA DE INFECCION RUBEOCLICA PMR DIFE-
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RENTES PRUEBAS (9, 12, 20, 31, 41 y 43}).
Pruebas Diagndsticas*
Nt FC' IFA IHA ELISA RTA HRS PLA
IgM no no si si si si no no
IgG no no si si si si si si
Sensibilidad 1 1 1 b b4 t
Especificidad k4 1 1 hd b b t i3
Cuantitativa +/= +/~ +/ - + + + -
Suero Pretratado na no no si no no no no
Estandarizacidn . . : . .
R si si si si no no si no
de reactivos
Cultivo celulax si no no no no no no no
mntigeno [alto] si si si si no no si si
Riesgo potencial no no no no no si no no
Fase sdlida no no no no si si no no
Automatizacidn no ne no no si si no no
2 alta + Cuantitativo ~ no cuantitative
1 baja +/~ Semicuantitativo
{( *) Nt = anticuerpos neuatralizantes
FCY = anticuerpos ifijadores de complemento
IFA = anticusrpos inmunofluorescentes
ELISA= ensayo inmunoenzimitico
RIA = radioinmunoensayo
HRS = hemdlisis radial simple

aglutinacidn de particulas litex
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2.7. Objetivos

La t8cnica utilizada en este trabajo se basd en un sistema in-
directo de ELISA de un equipo de prueba comercial, la cual es
una de las pruebas diagndsticas generalmente usadas en labora-—
tories clinicos de hospitales de tercer nivel. Se &ligid la
técr.ica de IHA para la correlacidn de los resultados con ELISA,
por ser la prueba de laboratorio gque se utiliza con mas frecuen
cia para cuantificar los anticuerpos contra el virus de rubé&ola,
adends de que es la técnica de referencia. Asi, en base a lo

anterior se plantean los siguientes objetivos:

I) .~ Conocer la relacidn gque se tiene en determinar los anti=
cuerpes antirrubdola por el método de ELISA y el método
de IHA, comparando el nivel de anticuerpos que confieren

inmunidad.

2) .~ Determinar la confiabilidad de una prueba de IHA comer=-

cial comparada <on la IHA estandarizada en el laboratorio.



2.8. Hipdtesis
La t&cnica de IHA y ELISA, son técnicas en condiciones distin--
tas, pero nos pueden medir anticuerpos contra el virus de la
rub&ola, por lo que los resultados expresados en unidades cuan~
titativas y disponiendo de parses de valores de las dos té€cnicas
para cada grupo de datos es posible calcular una constante co-—

nocida como coeficiente de correlacidn.

Ho. Hip&tesis Nula. No existe correlacidn entre las técnicas
de IHA y ELISA en la determinacidn de anti-=-

cuerpos antirrubdola.

Hi. HipStesis alterna. Existe correlacidn entre las técnicas
de IHA y ELISA en la determinacidn de an-

ticuexpos antirrub&ola.



CAPITULO IIL

MATERTAL ¥ METODOS

3.1. Material Bioldgico

a)

Suero Humano :

El material de estudic consistid en un total de 150 muestras
de sueros pares, con intervalo de 2 a 3 semanas, obtenidas
por puncidn venosa en condiciones estdriles, a mujeres estu-
diantes de la FES—Cuautitldn, cuyas edades fluctuaban entre
los 1B a 30 afos de edad. Todas las muestras se procesaron
en el laboratorio de Microbiologia General del H.G.C.M. "La

Raza".

Estas muestra de suero fueron divididas de la siguiente ma—

neraz:

i) pDe &stas, 75 4e la primera muestra, obtenjidas en forma
aleatoria y 150 correspondientes a la segunda muestra fue
ron trabajadas por la té&¢nica de ELISA. Se procesaron
nicamente 75 de la primera muestra por los recurses con

que se contaba en el laboratorio.

ii) para la técnica de IHAR, se emplearon solamente 75 muestras
pares (la. y 2a. muestra de suero), utilizando dos méto-
dos de adsorcién de beta-lipoproteinas (de acuerdo a las
especificaciones dadas por el Centro para el Contxrol de

Enfermedades (C.D.C.) de Atlanta Georgia U.S.A., y el de
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un Rube-HIT de un equipo caomercial de Behring}.

Los sueros fueron separados el mismo dia que se obtuvo la
.= o
sangre y conservados en congelacidon a =20 C hasta el momento

de la prueba.

Suero Control de Rub&ola para la Prueba de IHA:

Suero Positivo Control de Rubéola (No tratado) con titulo
alto humano 21L:256.

Suero Positivo Control de Rubéola (Mo tratado) con titulo
bajo humano L:16-1:32.

Suexro Negativo Control de Rubéola (No tratado) de bovino de
acuerdo al marbete, estabilidad a una temperatura de +2 a
+8°C. Evitando congelar y descongelar.

Los sueros fueron obtenidos de una fuente comercial de Beh-
ring A.G. Marburg W. Germany en forma liofilizada.

aAs mismo para poder utilizar sueros humanos caomo controles,
se titularon muestras en repetidas ocasiones por la téecnica
estandarizada de IHA (37) vy en presencia del suero contxrol

positivo de la presentacidn comercial.

Suero Control de Anticuerpos IgG para Enzygnost—Rubella
El suero control de rub&ola (Humano) de una fuente comexrcial
de Behring A.G. Marburg y W. Germany en forma liofilizada.

Se conserva entre +2°...+8°C. Frasco X 0.5 ml. IgG 1:2580.
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antigeno.

Cosechas del virus de la rubéola cepa Thexrien (VRT), con=
servados en criotubos con nitrdgeno lLiquido a -196°C, do-
nados por la Dra. B. Gémez G.; del departamento de Ecolo-
gia Humana. Facultad de Medicina. UNAM.

Se utilizaron diferentes lotes de cosechas virales las que
inicialmente se trataron con Tween y &ter para la posterior
titulacidn.

Para la titulacién del antigeno se utilizd una microtécnica
recomendada por el Centro para el Control de Enfermedades
{C.D,C.) (37} . Utilizando esta técnica el antigeno probado
presentd titulos de 1:16 a 1:64 por 0.025 ml., los titulos
fueron corroborados para poder calcular la dilucidn apropia-
da y cobtener una cantidad de aglutinina equivalente a 4 uni-

Gades hewaglulinant unidad de volumen.

antigeno de rub€ola, obtenido de una fuente comercial de Beh-
ring A.G. Marburg W. Germany, en forma de hemaglutinina tra-—
tado ¢con Tween y &ter y liofilizado, rehidratandose en el -~
momento de ser utilizado con agua destilada estéril, se ob—

tuvieron titulos de 1:64 a 1:128 por 0.025 ml.

Exitrocitos Humanos Tipo "“O"
Los eritrocitos humanos fueron obtenidos de diferentes lotes
de donadores, utiliZando EDTA como anticoagulante.

Se tipificaron para seleccionar aquellos que fueron "o



Rh(+), y posteriormente se hiZo un pool para dar un buen
grado de sensibilidad y reproducibilidad en la prueba de

hemaglutinacidn (HA) e inhibici®n de la Hemaglutinacidn

{IHA) .
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3.2. Metodologia

Para determinar el titulo de anticuerpos antirrubéola de las

muestras de suero ya indieadas, <o utiliZaron las técnicas si-—

guientes:

a)

A~-1)

a~2)

A~3]}

DETERMINACION DE ANTICUERPOCS ANTIRRUBEOLA POR ENSAYO INMUNO~
ENZIMATICO (ELISA)

Preparaci&n de los reactivos

Los reactivos complementarios para Enzygnost-Rub&ola, camo
el amortiguador de dilucidn—-Fa, el conjugado enzimatico-FA
listo para el uso y la solucidn de substrato (ver apéndice)
se preparan y se mantienen a temperatura ambiénte (entre
+20°C y +25°C) antes de ser utilizados.

Elaboracién de la cuxrva patrén

Se reconstituye el suero control positivo humano‘con agua
destilada estéril y se efectidan diluciones seriadas con amor
tiguador de dilucidn-F3i, depositdndose en la placa de prueba
de acuerdo al esquema de la Figura No. 6 y procediendo de la

misma forma gue los sueros problexi como a continuacidn se

describe-

Procedimiento

El método utilizado en un sistema indirecto de ELISA el cual
puede usarse en la deteccidn y cuantificacidn de anticuerpos

antirrub€ola. La metodologia del sistema se esquematiza en

la Figura.No. 7
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El equipo necesario para realizar esta prueba consta de placas
de microtitulacidn sensibilizadas con antigeno de rubfola, de
6 columnas removibles, las cuales corresponden 2X8 pozos reac—
tivos una hilera recubiexta del antigeno y la otra del control
de antigenc'neqativo. Se adiciona el suero a probar diluido

con amortiguador de dilucidn-FA (suero problema diluir 1:204),
se incuba =n ambiente hiimedo v se lava con solucidn de lavado-

FA en el procesador de ELISA-Behring M & manualmente.

Se’agrega un conjugado enzimitico diluido (anti-IgG-FA), la mi-—
croplaca es incubada y lavada en las mismas condiciones ante-
riores, en seguida se adiciona el substrato diluido especifico
para la enzima (p-nitrofeni’lfosfato) se incuba en ambiente hi-

medo y se adiciona una solucidn concentrada que detenga la reac

cidén (NaoH) .

La degradacidn del substrato tiene por resultado un cambio de
color (amarillo-verdosol asi la cantidad y velocidad del cambio
de color es directamsnte proporcional a la cantidad de anticuer
pos en el suero ensayado el cual se mide espectrofotométrica-—
mente a 405 mm directamente en la placa de microtitulacidn en

el procesador de ELIS3A-Behring M.



1:40 __.__@_O
210
Diluciones
l:160 N
del suero I
contxol 1:320 ———:@_O
positivo
1:640 __:@.@

1:2560 ——”_tC)O

Pozo sensibilizado Pozo sensibilizado
con antigeno de control negativo
rubé&ola (AR) (AC)

Figura No. 6 ESQUEMA DE LAS DILUCIONES DEL SUERO CONTROL POSITIVO
PARA LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTIRRUBEOLA
(31) .
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1. Antigeno adsorbido a

la placa

ILavado

2.~ Adicidn del suero
(el Ac's especifico

se une al Ag)

Lavado

B oE

3.- Adicidn de la enzima
ligada a la antiglo-~-

bulina la cual se

A

une al anticuerpo.

o
by

mg
&0

Lavado

=

4. Adicidn del substrato

5.~ Se detiene la reaccidn

6.~ Se determinax abhsorbar-ia
Cantidad de hidr8lisis = cantidad de anticuerpo

presente

Figura No. 7 METODQ INDIRECTO DE ELISA PARA MEDIR ANTICUERPOS (31,49).
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B-1)

B-1.L)

B-1.2)

TITULACION DE ANTICUERPOS DE INHIBICOMN DE LA HEMAGLUTI-
NACION (IHA)

Este método comprende principalmente las fases siguientes:
Tratamiento de los sueros

Los sueros contienen sustancias (beta-lipoproteinas), que
ccusan hemaglutinacidn inespecifica, por tal motivo se de—

ben tratar antes de realizar la prueba de THA.

El tratamiento de los sueros se realizd como sigue:

De acuerdo al método reportade por el Centro para el Control
de Enfermedades (C.D.C.) {37} en el cual se utiliza una solu-
cidn de Heparinaancl2 1:I y como diluentes amortiguadores

orgdnicos HSAG (ver apéndice). El tratamiento se efectia

con incubaciones a 4°C. E1 suero tratado reditua una dilu-
, estahle a 4°C por una semana, y a —20°C poxr perio-
dos mis largos. E1 suerae no necesita ser inactivado por ca-

Jor.

De acuerdo a un equipo comercial de Behring (Rube—HIT) an

el cual se utiliza una suspensidn de kaolfn (250 g/1) (ver
apéndice). EL tratamiento se efectia con incubaciones de

15 a 25°C. El suero tratado reditua una dilucidn l:4; esta—
ble a 4°C por una semana, ElL suerc necesita ser inactivado

por calor.

37
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B-2) Estandarizacidn de los exitrocitos tripsinizados
Los eritrocitos humanos tipo "0O" se colectan en tubos de
centrifuga graduadeos, se lava con solucidn amortiguadora=-
DGV {ver ap&ndice) y el pagquete se resuspende con el mismo

amortiguadeor a una concentracidén del 10%.

Para las pruebas de HA e IHA se requiere tripsinizar a los
eritrocitos con una solucidn de tripsina al 1% en PBS, se
incuban y se lavan los eritrocitos con amortiguador-bGV has-
ta retirar completamente la hemoglobina resuspendiendo el
paguete en el mismo amortiguador a una concentracidn del 4%.
A partir de esta suspensidn se prepara otra al 0.25% antes
de utilizarse en las titulaciones (para Ag o Ac¢) como se

describe a continuacidn (37).

Se trazZa una curva estindar de hemoglobina con concentracio=
nes de 80, 60, 40, 20 y O mg% de CNMHb. Se prepara la solu—
cidn problema a partir de la suspencidn de eritrocitos al

4% tomando una alicuota v aforando con reactivo de CNMHb se
mezcla ¢ incuba a temperatura ambiente hasta que se lisen
todas las células, se centrifuga para retirar el estroma a
una porcidn de volumen de la solucidn problema. Leer la
pensidad Optica (Absorbancia) de cada uno de los tubos de

la curva estindar y la de la muestra problema a 54C nm. Se
calcula el factorl del espectrofotdmetro y el factor de D.O

para obtener una suspensidn de eritrocitos al 0.25% de acuer
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do a las siguientes relaciones?

factor,= Ygonc. de cada dil. de la curva patrdn

£ p.0. leida

factor D.O. = 3.128 mg% cmg

factorl

Teniendo estos datos del factor del espectrofotdmetro (fac—
torl) , el factor D.O. y la lectura de absoprbancia de la sus-
pensidn de eritrocitos al 4%, se calcula el voldmen de amor-
tiguador-HSAG, necesario para obtener una suspensifén del

0.25% de la manera siguiente:

D.0. de la Vol. original de la
prueba suspencidén de eritro-
Volumen final = citos al 4%

Factor D.O. para la suspensidn de eri-

trocitos al 0.25%

Esta suspensifn dcbe ser usada el mismo dia de su prepara-—

cidn.
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B-3) Titulacidn del antigeno viral por hemaglutinacidn

B-3.1) Tratamiento de la suspensidn viral
La suspensidn viral se tratd con una mezcla de Tween—&ter
para destruir la infectividad del virus y aumentar su acti
vidad hemaglutinante en un factor de 5 a 10 veces debido a
la fragmentacidn de la envoltura viral, lo gue da como re-—
sultado un incremento en el nimero de subunidades hemaglu-—

tinantes de igual efectividad (44).

B-3.2)} Titulacién de la suspensidn viral por hemaglutinacidn

La titulacidén se realizd en cajas de microtitulacidén de 96
cavidades fondo tipo "V de la casa Behring de acuerdo al

procedimiento del C.D.C. (37).

Para determinar la cantidad aproximada'de hemaglutinina del
antigeno de rubdola se hizo una dilucidn inicial del anti-
genoc de 1l:4 con amortiguador-HSAG frio y posteriormente con
microdiluctores se prepararon cdiluciones ser’ adas del virus
(1:4 - 1:1024) con el mismo amortiguador a 4°C (por tripli-
cado) como se muestra en la figura No. 8 con cantidades
constantes de una suspensién de eritrocitos al 0.25%,
asignando 2 pozos para el control de c€lulas {(eritrocitos).

El procedimiento se esquematiza en la figura No. 9.
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El tIitulo se toma como el reciproco de la dGltima dilucidn
que presente aglutinacidn de eritrocitos. Una vez que al
titulo se determind se completd la dilucidn del antigeno
para tener 4 unidades hemaglutinantes, la dilucidn se hizo

con amortiguador—-HSAG.

Inhibicidn de la Hemaglutinacidn wiral

La titulacidn de los sueros previamente tratados, se reali-
z0 en placas de microtitulacidn de 96 cavidades fondo tipo
V" de la ecasa de Behring, ceolocando un suere por cada fila
(inc;uyendo sueros control positivo alto, positivo bajo y

negativo en cada titulacidn).

Con microdiluctores se prepararon diluciones seriadas de ca-
da suero de acuerdo al esguema gue se presenta en la figura
No. 10, asignando 'in pozo para el control del suero (C.S.)
v otros para el control de cflulas (eritrocitos). Se adi-
ciona el antigeno de rubéola conteniendo 4 unidades hemaglu-
tinantes a cada una de las diluciones de los sueros (excep-
to el control del suero y el control de eritrocitos)}, mez-
clar el contenido de las placas en un vibrador mecfnico. Se

incuba para que se lleve a cabo la reaccidn Ag—Ac.

pPosteriormente se adiciona la solucidn de eritrocitos estan—
darizada al 0.253% a todos los pozos de cada suero, los con—

troles del suero y los controles de eritrocitos, se tapan
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las placas y se incuban hasta que 1los pozZos gue <Contienen el

control de eritrocitos presenten un botdn compacto.

El punto final para designar la cantidad de anticuerpos in-
hibidores de la hemaglutinacidn es la dilucidn m&s alta del
suero que presente una completa inhibicifn de la hemagluti-

nacidn.

ELl procediniento se esguematiza en las figuras Neo. 11 y 12

dependiendo del sistema ensayade (C.D.C. y Rube~HIT).
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Secuencia de

7‘ i.No'v. del ‘pozo.

adicidn 1234 5 s 7 8 9 10 11 12
lo. fila
lo. Aamortiguador 25 25 25 25 25 25 25 25 50 50

HSAG ( ul )
tirar

P . N 5
20. antigeno dil. 50 235 25, 25,2525 25,2572&/25
1:4 (mal)

3o. Amortiguador 25 25 25 25 25 25 25 25 25
HSAG ( ul )

40. Suspensidn de
erit. "O" al 50 50 5C 50 50 50 50 50 S0 50 56

0.25% ( al )

INCUBAR 1 hx. a 4°C

Reciproco de
4 8 16 32 64 128 256 512 1024 CC CC*

diluciones

Figura No. 2 ESQUEMA DEL PROCEDIMIENTO PARA LA TITULACION DE ANTI-

GENO HEMAGLUTINANTE (37).

( * ) CC = control de eritrocitos
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Figura No. 10 ESQUEMA DE DILUCIONES PARA LA TITULACION DE ANTICUER-

pOS INHIBIDORES DE LA HEMAGLUTINACION CON EL CONTROL

DEL TRATAMIENTO DEL SUERO Y EL DE ERITROCITOS ESTAN-

DARIZADOS .
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Secuencia de

No. del pozo

sdicisn 1T 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
lo. fila
lo. amortiguador 25 25.25 25 25 25 25 25
HSAG ( aal )
tirar
2 — -
20. Suero tratado 50_23 23 25,25, 25,25,25, 2 2 50
1:82 (w1l )
30. 50lucidn anti 25 25 25 25 25 25 25 25 25 ~= == =
génica 4UHA
(ml ) INCUBAR 1 hx a 4°C
4o0. Amortiguader 25 25 28 25 25 25 25 25 25 —— == —o
4SAG ( nl}
50. Suspensidn de 50 50 50 50 50 50 50 S0 S0 50 50 SO

erit. "O" al
0.25% ( al)

INCUBAR 3 nir a 4°C

Reciproco de

diluciones:

B 16 32 &4 128 256 512 1024 SC* CC CC*

Figura No. 11 ESQUEMA

DEL PROCEDIMIENTO PARA LA TITULACION DE ANTI-

CUERPOS INHIBIDORES DE LA MEMAGLUTINACION (MEtodo C.

D.C.}

37).

{( * ) ~sC = Control del suero Ccc = Control

de eritrocitos
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Secuencia

adicidn

7 8 9 10 11 12

3o.

la. fila

Amo. tiguador
CANM ( ul )
Suero tratado
L:4 ( 2l )

Solucidn anti-~

geénica 4 UHA

«3 25 25 25 25 25

2
25 25,25,.;5/\5, 25, 25, 25, 25/25550

25 25 25 25 25 25

25 25 25 50 S50

N
tirar

25 25 25 == - -

( ul )
A, Suspensidon 4
S, Buspension qe 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25
arit. "O" al
0.25% ( ul )
TNCUBAR 3 hr. a 15 & 25°C
Reciproco de 8 16 32 64 128 256 512 1024 SC* cc co

dilvciones |

Figura No. 12

(

*

ESQUEMA DEL PROCEDIMIENTO P"RA LA TITULACICON DE ANTI-

CUERPOS INHIBIDORES DE LA HEMAGLUTINACION (Mé&tode

Rube-HIT)

) 3C = Control del

suero cC =

Control de eritrocitos



CAPITULO IV

RES UL TADOS

4.1, Determinacidn de Anticuerpos por el Método de ELISA
La determinacidn cuantitativa de anticuerpos especificos contra
el virus de la rub£ola por el mdtodo de ELLISA, se realizd con
un sistema indirecto de un equipo de prueba Enzygnost-IgG, efec
tiandose en primera instancia, la elaboracidn de una curva pa-

trén con un suero control positivo.

En la Tabla No. 3 aparecen los valores de absorbancia promedio
de varias determinaciones realizadas. En ella se aprecia gue
los valores de absorbancia obtenidos son directamente propor-
cionales a la cantidad de anticuerpos presentes en las muestras
cnsayadas; asi mismo se observo gque la minima cantidad de anti-
cuerpos que es posible determinar con este sistema para consi-~
derar una reaccidn positiva es tomando un valor umbral de

A ® 0.2, indicada por la diferencia de absorbancia del antige-

no (AR) y @l contrxol negativo del Artigeno (AC) :

ton base a esto se decidid gue’an suero diluido 1:204 gue diera
alores de absorbancia « 0.2 se consideraria un suero negativo

con este sistema de prueba.

Con los wvalores de absorbancia obtenidos, se construyd una cur-
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va patrdn de valores de absorbancia (A) contra dilucidn de suero

control positivo (Figura No. 13).

Una vez establecidas las condiciones de trabajo se procedis a
la determinacidn cuantitativa de anticuerpos antirrub&ola por
el método de ELISA a las 150 muestras va indicadas (segunda
muestra solamente) y 15 correspondiente a2 la primera muestra

de suero. .

Con los valores de absrobancia obtenidos de la muestra problema
el nivel de anticuerpos IgG antirrubfola se expresd a un valor

representado por un indice de acuerdo a la siguiente relacidn:

r Absorbancia del -

problema

SLISA INDICE = X dilucidn

Promedio de absorbancia

control positiva J

Los wvalores de anticuerpos transformados a un indice obtenidos
an este estudio se presentan distribuidos en porcentaje segin

el indice en la Tabla No. 4



Tabla No. 3 DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTIRRUBEOLA DEL SUERO CON
TROL POSITIVC EN UN SISTEMA DE ELISA-INDIRECTO

Dilucifn del suero Absorbancia (A)
control positivo a 405 nm

1:5 > 2.2

1:20 1,850
1:40 1.45Q
1:80 0.950
1:160 0.700
1:320 0.400
1:640 0.200
1:1280 0.150

1:2560 0.090




Abs ,405nm*
(BELISA)

+ aAbsorbancia

\- Umbral

i 2 2 "y 1 1 X X 2.

5 20 40 80 160 320 640 1280 2560

Reciproco de la dilucidn del suero

Figura No. 13 CURVA GLCBAL OBTENIDA EN LA DETERMINACION DE ANTICUER
POS DEL SUERO CONTROL POSITIVO (Enzygnost-rubéola)

* Tlas lacturas de A fueron realizadas en un procesador de ELISA,
Be.iring M.
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Tabla No. 4 NIVEL DE ANTICUERPOS ANTIRRUBEOLA POR LA TECNICA DE
ELISA EN 150 MUESTRAS SAMGUINEAS DE MUJERES DE LA
1 .E.S. CUAUTITLAN

Titulo Indice* No. de suero %
(dilucidn) .

1:5 > 402 3 2
1:20 338 [ 4
1:40 265 14 9.3
1:80 173 33 22.0
1:160 128 37 24 .6
1:320 73 27 ig8.0
1:640 36 16 10.6
1:1280 27 2 6.0
1:2560 16 S 3.3

{ * ) ifndjice = absorbanc.a del problema/ promedic de absorbancias
del control positivo X

dilucidn

Con estos resultados, analizando la proporcién y frecuencia de
proteccidn inmune se hizo un desglose de los niveles de anti-
cuerpos, determinando una media de centralizacidn de 128 de un
histograma representado en la Figura No. 14, donde podemos

apreciar por medio de barras el resultado anterior.
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Frecuencia
n
40 |
30
20
1a R
L H 1 i 'S L H l
<. 36 36 73 128 173 2”5 338 402
— .
Negative INDICE*
Positivo

FIGURA No. 14

¢

k]

)

Indice =

FRECUENCIA DE INDICE CORRESPONDIENTE AL TITULO OBTE-

NIDQ PARA ANTICUERPOS IgG CONTRA RUBEOLA POR LA TEC-—

NICA DE ELISA EN 150
DE LA F.E.S.

Absorbancia del problema

CUAUTITLAN

MUESTRAS SANGUINEAS DE MUJERES

¥ dilucién

Promedios de abs. control positivo
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4.2, Determinacidn de Anticuerpos por el M&todo de IHA y ELISA en

Sueros Pares.

Una vez estandarizada la :t@ecnica de IlUA reportada por €1 Cen-
tro para el Control de Enfermedades (C.D.C.) se prosiguid a
titular 75 sueros pares (primera y segunda muestra de suero)}

de los 150 sueros titulados por la técnica de ELISA.

Se hicieron dos titulaciones por el método de IHA empleando
dds m&todos de adsorcidn de beta—lipoproteinas. En la prueba
reportada por el C.D.C., los inhibidores inespecificos se reti-
ran tratandec el suero con !-Ie,parJ'.:nal-b‘lnc.‘l.2 . La prueba comercial
(Bus2~UIT) , retira los inhibidores inespecificos con una sus—

pensidn de kaolin.

Los resultados de e-<tas titulaciones cuando se emplean estos
procedimientos y coxnparéndo;os con los obtenidos por ELISA se

presentan en la Tabla No. 5
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Tabla Ne. 5 TITULO DE ANTICUERPOS ANTIRRUBEOLA OBTENIDOS CON LAS
TECNICAS DE IHA ¥ ELISA EN 75 MUESTRAS SANGUINEAS DE
MUJERES DE LA F.E.S. CUAUTITLAN

No. de seroconversidn* *

la./2a. muestra

Reciproco del IHA IHA ELISA INDICE*
titulo de IHA {(c.p.c.) (rRube~HIT) (Enzygnost) ELISA

<8 l0/11 12/11 6/7 <36
8 2/1 5/6 12/11 36
16 a7 5,7 14/13 73
32 23/21 25,23 16 /15 128
84 29/27 22/23 i1/12 173
128 5/6 3/3 9/10 265
256 2/2 2,2 4/5 338
512 - - 3/2 402

( * * ) Llamamos scroconversidén al pase de la ausencia de anti-
cuerpos (& en cantidad muy bdaja) en la primera extraccidn

a un titulo 4 veces mis en la segunda.

( * ) Indice = absorbancia del problema/ promedio de abs. control

positivo X dilucidn

Ia distribucidn de frecuencias del titulo de anticuerpos cuan-

do se emplean estos procedimientos se representan en la Figura

No. 15
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FRECUENCIA DE TITULOS -

~
n n
3 F 30 T
= -— o
10 T 10 F77
[t A I
<8 8 16 32 84 128 256 <8 -] 16 a2 64 128 25
Rube-HIT
c.b.c.
Reciproco del titulo IHA
n
30
donde s “-la. muestra de
suero
20 P m—we=—s 2a. muestra de
suero
10 - == - -
= -

Figura No. 15

( =) Indice =

£ 36 36 73 128 173 265 1338 4oz
ELISA

Indice
FRECUENCIA DEL NIVEL DE ANTICUERPOS ANTIRRUBEOLA EN
75 SUERQCS PARES MEDIDOS POR LA TECNICA DE IHA {estan-
darizada C.D.C. y Rube-HIT comercial) Y ELISA.

absorbancia del problema/promedio de abs. control

positivo X dilucidn



4.3. Correlacidén de las Técnicas de ELISA e THA

Después de la titulacidn de las 75 muestras de suero pares por
la técnica de ELISA e IHA se realizd un andlisis de los datos
en forma inferencial para calcular una constante conoccida como
coeficiente de correlacidn (r) gque expresa el grado de asocia-
cidn que tienen estas técnicas.

Con las lecturas de absorbancia y su correspondiente Indice ob-
tenido con la téenica de ELISA, se visualizaron las diferencias
entre los sueros positivos y negativos, por lo cque se estable-—
cid una relacifn antre éstos y los tftulos de IHA (Tabla No. 6).
para calcular (r), se aplicd logaritmo de base 10 al reciproco
de los titules de IHA con los datos de absorbaneia correspon-—

dientes con el método de ELISA, & bien el reciproco del titulo

de THA, con los titulos obtenidos con la técnica de ELISA trans

formados a un indice.

Posteriormente se efectud un andlisis paramétrico de correla-
¢idn y regresidn como wmedida de la asociacidn entre las dos
tBcnicas descritas cuantitativamente relacionadas con la in-

formacidn obtenida.

La relacidn (r) se obtuvo de acuerdo a la siguiente Ffdrmula:

XY = 1/n &X) Y)Y

r =

x?-1/ne0[P1m @’

donde :

¥ = valores de una de las variables de la corre-
lacidn (IHA) .
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valores de 1la variable que se va a relacionar
(BLISAL.

-
n = namero de muestras.

Con estos datos se obtuvo un coeficiente de correlacidn baju
las condiciones generales de las pruebas paramitricas para las
técnicas de:

1) ELISA — IHA (Rube—-HIT)

2} ELISA - IHA (C.D.C.}

3) IEA (C.D.C.) - IHA (Rube—-HIT)

En la tabla No. 7 se presentan los resultados obtenidos del
cceficiente de correlacidn calculado estadisticamente y la co-
rralacifn que existe en la determinacidn de inmunidad en la
poblacidn estudiada, comparindose as{ mismo con 1la relativa
sensibilidad que presentan estas técnicas en la determinacidn

de anticuerpos antirrubéola.

En las figuras ¥o. 16 y 17, se muestra la dispersidn y el and-
lisis de regresidn lineal ajustada entre ambas técnicas, en las
gue observamos la dispersidn de los tZtulos obtenidos al utili-
zar el suerc diluido 1:204 en la técnica de ELISA con la técni-
ca de IHA de acuerde a las especificaciones dadas por el C.D.C.

v con la prueka de IHA de un equipo comercial.

Como podemos observar la mayor concordancia gue existe ococurre

cuando los titulos de anticuerpos IHA son mayores de 1:8.



Un andlisis similar se efectud a los resultados obtenidos de
las dos titulaciocnes de IHA para el tratamiento de los sueros

utilizada para la reaccidn de IHA (Figura bNo. 18).
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Tabla Ne. 6 CEITERMINACION LE ANTICUZRPOS ANTIRRUBEGLA POR ELISA e

THA.
MUESTRR ELISA ELISA THR IHA
[£:] (Indice) 1C.2.C.)  (rune=NIT)
feciproco dei «ictule

1 0.552 64 32
2 0.289 ) a
3 3.179 23 64
4 1.808 128 64
5 1.169 84 54
[ 1.608 64 64
7 .120 - -
8 1.766 64 84
9 1.356 5 a2
1o 1.529 a4q B4
11 1.206 54 32
12 0.317 16 L
13 2.2 256 256
b 2.016 128 128
15 9.634 [ 32
16 0.408 1z i6
17 0.733 44 64
12 2.2 256 256
19 6.340 2 3z
20 0.279 - -
21 0.01C - -
22 1.462 128 64
213 0.c22 - -
24 6.268 16 8
25 0.275 32 8
26 6.274 16 3
27 g.628 54 2
23 4.022 - -
29 Q.773 a4 32
30 0.489 32 32
n 0.9%3 64 64
32 . G.945 128 64
33 ¢.850 64 64
E2) - 0.255 16 16
a5 C.416 - pid hld
36 1.130 54 64
37 0.945 2 16
38 2.076 - -
39 1.048 64 &4
0 .00 - -
41 2.782 54 32
42 a.808 64 1z
43 0.326 32 16
44 Q.71 64 32
45 G.913 64 64
46 n.5aa 22 32
a7 1.013 32 64
48 9.487 3?2 32
49 0.544 2 12
50 1.662 12 128
51 0.836 64 54
52 3.827 64 &4
53 0.212 - -
34 1.233 3z 32
55 0.263 16 16
56 9.167 - -
57 0.277 - -
38 Q.337 1c 18
59 0.489 32 32z
B0 1.245 32 12
s1 L1.772 128 128
82 2.384 32 32
53 2.291 15 a
54 L.5C0 32 64
&5 0.7a62 4 64
66 0.616 12 3z
57 a.261 - -
63 0.380 32 16
69 a.527 64 54
7 1.250 3z a2
7 0469 32 22
b 1.432 262.52 64 [
73 1.346 246.47 64 64
74 a.792 145.03 64 64

7% 0.232 62 .07 32 32




61

Tabla No. 7 CARACTERISTICAS EN LA DETECCION DE ANTICUERPOS ANTIRRU-

BECLA (IgG e THA) POR LAS TECNICAS DE ELISA e IHA RES~
PECTIVAMENTE (43).

ELISA IHA-C.D.C. IHA-Rube-HIT

Caracteristicas (%) (%) (%)

Sensibilidad™ 91.0 88.0 81.0

pvtinmme © 90.6 84.0 78.0

PV no inmune® 9.3 16.0 21.3

Correlacidn de inmunidad

con IHA estandarizadad 93.0 0 e 89.4

Coeficlente de correla-

cién (0 ° 75,0 e 94.0

Coeficiente de correla-—

cidn (r) £ 72.0 924.0 ————
‘:sensibi.ﬁ.ida.d = [P;:i:ivos verdaderos/ {(positivos verdaderos + falsos

negativos)] X 100
bValoz predictivo positivo inmune
+

PV = {Pcsitivcs verdaderos/ Positivos verdaderos + falsos positi-—

vos) X 100
Cvalor predictivo negativo no—inmune

PV— = [Negativos verdaderos/ (MNegativos verdadercs + falsos nega—
tivos)] ¥ 100
Correlacibén = [(Positi\fcs verdaderxos + Negativos verdaderos

(Positivos verdaderos + Negativos verdaderos +
falsos positivos + falsos negativos)] X 100

e,f
- Xy - 1
Coeficiente de Coxrelacidn (r) = /o (£X) (3¥)

~imEn 2l- 1/n Y
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del tfitule de IHA

2ciproco

R

63

2048 L
1024 -
512 L
*
256 -
128 -
64 -
3z k
16 L Y = 60.19 + 0.35X
8 L -
. .
4 5
-
“ a3 = .
‘-
100 200 300 400

INDICE (ELISA)&*
Figura No. 17 REPRESENTACION GRAFXICA DE LA RELACION ENTRE LA TEC-
NICA DE ELISA TRANSFORMADO A UN INDICE CON LA TECNI-~
CA DE IHA REPORTADA POR EL C,D.C. EN 75 MUESTRAS SAN-
GUINEAS DE MUJERES DE LA F.E.S. CUAUTITLAN

( * ) regresidn lineal ajustada
(**) Indice = absorbancia del problema/ promedic de absorbancia

control positive X dilu-
cidn.



IHA ({C.D.C.)
Loq-llo

2.7

2,4 T

2.1 ¢

1.8

1.5 L

1.2

0.9 o

0.6 )

0 .94
¥ =0.,14 + 1.0x

‘. - ..

0.6

Figura No.

0.2 1.2 1.5 1.8 2

18

. A

1 2.4 2.7 3.0
IHA Log-10

{Rub.—HIT)

REPRESENTACION GRAFICA DE LOS RESULTADOS CBTENIDOS
POR LA TECNICA DE IHA (con dos tratamiento diferen=~
tes de adsorcidn de beta—lipoproteinas) EN RELACION
A LA DETERMINACION DE AMNTICULERFPOS ANTIRRUBEOLA EN

75 MUESTRAS SANGUINEAS DE MUJERES DE LA F.E.S. CUAU~
TITLANM

( *) regresidn lineal ajustada

64



CAPITULO V

DIsSsCUSION

El criterio aceptado para la diferenciacidn de mujeres no inmu-—
nes de aqueilas inmunes a la infeccifn por el virus de la rubdola,
es la deteccidn de un valor de anticuerpos especificos protectores
(16,35). En la actualidad se dispones de varias pruebas inmunoserd-—
logicas dentro de las crales se incluyen eguipos comerciales para la

determinacidn de anticuerpos contra el virus de la rubdola (14, 20).

Bl método utilizado en el presente trabaje fué con un sistema

indirecto de ELISA (Enzygnost—-Rubéola) de una casa comercial (31).

Con el fin A2 astablecer la validez del cusayds Suant
efectuaron varias determinaciones con sueros control positivo, con
lo que s= confecciond una curva patrdn (antes de que se procediera

I
la determinacidn de anticuerpos de las muestras problemal, tomando
un valor umbral para considerar una reaccidn como positiva, figura

No. 13.

El manejo de datos y el reporte de resultados al trabajar con
la técnica de ELISA es problemitico; varios autores utilizan crite-
rios diferentes para diferenciar entre titulos positivos y negati-

vos (14, 16, 3L) .

En este trabajo las concentraciocnes de anticuerpos antirrubéo-

la pos el método de ELISA, se determinarion en kase a la obtencidn
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de un indice expresando el nivel de anticuerpos de una muestra refe—
ridos a un estindar patrdn pesitivo (en base a estudios en los cua-
les mencionan que el indice puede hacerse especifico respecto de =

cualquier factor para el cual se conezcan los datos ) (9, 16, 43).
Considerando que indices »36 confieren inmunidad por este sistema

de prueba.

Se utilizd el método de IHA como referencia para conocer el
grado de asociacidn y la correspondencia de anticuerpos que confie-
ren inmunidad por un ensayo de mayor sensibilidad como es el método
de ELISA debido a gue la técnica de IHBR ha sido utilizada con mis
frecuencia y se ha establecido que la presencia de anticuerpos con-—
tra o) virus de la rubé@ola con titulos de 1:32 G mayores correlacio-

nan en forma precisa con la proteccidn clinica que tiene la mujer

en etapa f&rtil (24, 30, 35, 42).

Se evaluaron aleatoriamente solo 75 sueros pares para valorar
el desarrollo o persistencia de seroinmunidad por los recursos con

que se contaba en el laboratorio.

Los resultados indican (Tahla No. 5) que el estudio de las
muestras de sueros pares no se observd una seroconversidn manifies-—

ta (analizando en forma individual y en total el titulo de los sue-

ros} por estos métodos {(Figura No. 15). Esto se debe a que en el

momento del muestreo no se tenfa una enfermedad en curso en la po-

blacidn estudiada (para ser significativa, este aumento del titulo
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debe ser aproximadamente 4 veces mayorl, las que poseen anticuerpos
puede ser el signo seroldgico de una rubfola antigua. Debido a es-
to se considerd como positive & inmune un titulo minimo de anticuer
pos a partir de la dilucidn 1:156~1:32 por IHA, lo que equivale a un
indice de 36=-73 por ELISA. Se consideraron como inmunes debido a

que los titulos se mantuvieron constantes (+ una dilucidn) es decir
los resultados fueron reproducibles en el titulo de anticuerpos en-

tre las dos muestras de. suero.

Debido a la reproducibilidad en el titulo de anticuerpos por
ambas t&cnicas, se decidid analizar los datos resultantes de la se-
gunda muestra de suero por medio de una forma inferencial de corre-

tacidn.

En las Figuras No. .16 v 17 se muestra gue los sueros con baja
¢oncentracién de anticuerpos presentan mayor dispersidn, mientras
que los grupos de suero con titulos de 1:32 y 1:64 por IHA e Indi~-
ces de 73 y 12B por ELISA se cbseérva una buena correlacidn, asi
mismo la menor dispersidn de los titulos se observd en estos gru~
pos de suero, titulados por ELISA-IHA (C.D.C.) y ELTSA -IHA (Rube-

HIT) .

En &stas observamos una correlacidn de 0.75 con una concordan-
cia del 93% (63 de 68 sueros) y 0.72 con una concordancia de 86.76%
(59 de 6B sueros) en la deteccidn de anticuerpos antirrubfola res-

pectivamente (Tabla No. 7). Estos resultados indican gque hay una
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muestras como inmmes (PV } & no inmunes (PV )} con una concordancia

del 93% (Tabla No. 7}, el cual representa un porcentaje altc si se

toma como base estudios semejantes evaluados con varias pruebas de

ELISA en donde la correlacidn de las técnicas fud del 94.7 - 37.0%

en la determinacidn de inmunidad basado en comparasidn con resulta—

dos de IHA (12, 43).
La. sensibilidad de las pruebas se muestra en la Tabla No. 7 en

la que observamos para ELISA el 91.0%, para IHA {(C.D.C.) el 88.0% y
el 81.0% para IHA (Rube-HIT). El valor predictivo inmune (PV+) as
del 20.6%, de 84.0% y 78.0% respectivamente. De estos resultados

se infiere un valor predictivo no inmune (PV ) del 9.3 al 21.3% de-

pendiendo de la sensibilidad del m&todn utilizado en la poblacidn

estudiada.

La prueba de ELISA tiene ventajas sobre IHA, en gque los inhibi-~
dores no especificos de aglutinacidn, por los gue gquizds resulten
falsos positivos, no se necesitan remover antes de la prueba, los
resultados pueden hacerse con lecturas objetivas y la cuantificacidn
de anticuerpos puede estimarse con una simple dilucidn del suero.

Debido a su facil desarrollo nos permitid un gran nimero de valora-—

ciones (150 muestras ya indicadas), infiriendo que los resultados

obtenidos de esta valoracidn (TFabla No. 4) tienen un comportamiento
similar en cuanto a sensibilidad se refiere en la cuantificacidn de

anticuerpos antirrub&ola. El porcentaje de susceptibles en esta po-

blacidén (PV ) por este sistema es de 9.3% aproximadamente infirién-
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correlacidn positiva de grade moderadamente alto entre ambas técnicas
con un nivel de significancia de p «£0.02 {considerando gque son técni-

cas en condiciones distintas). El wvalor r" expresa el grado de tal

asociacidn, por lo tanto es una expresidn cuantitativa de la simili-
tud observada la cual refleja la tendencia del nivel de anticuerpos

de ser lineales, es decir de gue ambas t&cnicas camb

en en el mismo
sentido que la correlacidn. Los resultados son consistentes con la
observacidn que los anticuerpos I9G medidos por ELISA aparecen en

paralelo con los anticuerpos detectados por IHA.

En la Figura No. 18 se muestra la dispersidn de los titulos de
los 75 sueros titulados por ambas técnicas de IHA (C.D.C. y Rube-
HIT), con una correlacidn de 0.94 entre estos métodos de adsorcidn
de beta-lipoproteinas, con una concordancia del 89.4% (52 de 63 sue--
ros. Las diferencias con una y otra técmnica se observa cuands sc

realiza el andlisis individual de los 75 sueros pares,

siendo de ma-
yor precisién el m€todo reportado por el C.D.C. por controlar cada
paramétro de la prueba para la reaccidén de IHA con menor pérdida de
inmunoglobulinas a;itirrubéola que el nétodo del Rube~-HIT. Sin em-—

bargo la estandarizacidn de la técnica consume mayor tiempo.

La técnica de ELISA utilizada en el presente éstudic es senci-
lla, r8pida, especifica y mis sensible gue IHA. El designar un va-
lor de cohorte y el utilizar controles, disminuyd la posibilidad de

tener falsos positivos, falsos negativos por lo que se tuvieron re-

sultados equivalentes a IHA (Tabla No. %) en la clasificacidn de
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dose del comportamiento sinilar en la determinacidn de frecuencias
del nivel de anticuerpos representado en la Figura No. 14 en com-

parasidn con la titulacifn de las 75 muestras pares (Figura No. 15).

Es por esto la importancia del comparar los respectivos avan-—
ces, limitaciones y peligros con los métodos convencicnales para

una mejor interpretacidn de los resultados.

Por otro lado, muchos centros de investigacidn nacional traba-
jan en la obtencidn de los reactivos utilizados en la técnica de
ELISA, por lo tanto en el futuro la técnic$ serd mas barata y por
consiguiente m3s accesible a los laboratorios de diagndstico clini-

Co.

Esto es de radical importancia debido a que la incidencia de
la rubéola en la Repiiblirn Mexicana se ha incrementado en los {ilti-
mos afios de acuerdo a la informacidn estadistica que se cuenta sobre
enfermedades transmisibles. ZLa poblacidn susceptible varia del 10
al 20%, por lo gque se enfatiza la importancia de la deteccidn de
mujeres susceptibles antes del embarazao por medio de la evaluacidn

seroldgica de la inmunidad contra la rubéola.

Fsta es una buena tendencia de reeemplazar la bien conccida
prueba de THA y familiarizar la correspondencia de proteccidn c¢li-
nica con miétodos inmunoldgicos mds recientes y de menor demanda téc-

nica, para evaluar la inmunidad contra la rubécla en la mujer en
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etapa fértil como medida de contrel y prevencidn al dafio fetal rela-—
cionado con la infeccidn. Aln cuando, la poblacid®n en riesgo es ba-
ja, la ejecucidén y calidad de pruebas diagndsticas se debe consi-
derar, va que toda enfermedad constituye un problema médico, epide=-

NP .
mioldgico y social.
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CONCLUSTIONES

El método de ELISA de un equipo de prueba comercial {Enzygnost-—

Rub&ola) tiene una correlacidén de 0.75 respecto a la técnica de

IdAa estandarizada en el laboratorio, lo cual nos indica que los

anticuerpos IgG detectados por la td&cnica de ELISA tienden a co

rrer paralelo con los anticuerpos IHA en la evaluacidn de inmu-

nidad en un 933.

La mayoxr concordancia con los anticuerpos por IHA fué con titu-

los de 1:32 a 1:64 lo que equivale a un fndice de 73 a 128 de
anticuerpos IgG por ELISA es decir una absorbancia promedio de

0.70C a 405 nm con este sistema de ensavo.

La interpretacidn de la prueba de IHA puede ser subjetiva si no
se estandarizan adecuadamente los pariametros de la técnica. Ca=

da variable del sistema tiene un marcado efecto sobre la sensi-

bilidad de la prueba.

El nivel de anticuerpos gue confieren inmunidad por el métode
de ELISA fué de un 20.6% el cual equivale a 84.0% por la técni-

ca de IHA estandarizada en el- laboratcrio.

La utilidad de la prueba de ELISA resalta debido a su mayor sen-
sibilidad (91%) y especificidad sobre la técnica de IHNA y debi-

do a su fAcil desarrollo, nos permite efeactuvar un gran ndmero
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de valoraciones en forma ventajosa en la deteccidn de anticuer—

pos en fluidos bioldgicos.

Serfa muy acertado, realizar como parte de examen médico de -u-
tina, una titulacidn cuantitativa de anticuerpes antirrubdocla a
toda mujer prdxima a embarazarse, o a toda mujer que solicite
trabajo en un hospital & guarderia con m€todos inmunoldgicos
mis recientes y de menor demanda t&cnica, para ejercer una vi-
gilancia en aquellas mujeres que estando en etapa fértil sean

seronegativas.



a}

b

APENDTICE

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS SALINO (PBS}

Feactivo: gr.
Clorurc de sodio 8.0
Fosfato de sodio dibésico 1.15
Fosfato de potasio 0.2
Clorv+~o de potasio 0.2

Agua destilada cbp. 10060 ml

SOLUCION AMORTIGUADORA DEXTROSA-GELATINA-VERONAL
( DGY } pH = 7.3
Reactivo:

gr.
Acido barbitlrico Q.58
Gelatina 0.60
Barbital s&dico 0.38
Cloruro de calcio hidratado 0.02
Sulfate de magnesic hidratado 0.12
Clorurao de sodio 8.50Q
Pextyrosa 10.0Q

{ * 1 Agua dd. cbp. 1000 ml

Disolver en 250 ml de agua hirviente el barbital y la gelatina,

hasta su completa disolucidn. Er agua fria disolver los demds

componentes y cuando ambas solucicnes estén a temperatura ambien-

te se mezclan. Bsterilizar por filtracidn a través de una mem-

brana millipore con poro de 0.22 u de didmetro.

{ * ) dd. agua destilada desionizada



<€) SOLUCICN AMORTIGUADORA HEPES-SALINC-ALBUMINA-GELATINA
( HSAG ) pH = &.2

l.- Solucidn stock 5X de HEPES pH= 6.5
Reactivo: gr.

HEPES (N-2-hidroxi-etilpiperazina-

N-2-etanesulfdnicol 29.80
Cloruro de sodio 40.95
Cloruro de calcio dihidratado 0.74

Agua dd.cbp. 1000 ml.

2,- Solucidn stock 2% de Albdmina S&rica Bovina.
Reactivor: gr.
Albdmina Bovina 20.0

Agua dd.ckp. 1000 ml.

3.~ Solucidn stock 10X de Gelatina
Reactivo: gr.-
Gelatina Q.25
Agua dd.cb.p. 1000ml

4.~ Preparacidn del amortiguador-HSAG

Reactivo: ml.

Sol. stock 5X HEPES 200.0
Sol. stock 2X ASB 500.0
Sol. stock 10X GELATINA 100.0

Agua dd.cbp. estéril 1000 ml

75

La solucidn (1) y (2) se esterilizan por filtracidn con mem-

brana millipore de 0.22 u de difmetro, (3) se esteriliza por

autoclave a 120°C por 15 min. Estabilidad por 2 meses a 4°C.

d) SOLUCION DE TRIPSINA AL 1%

Reactivo: gr.
Tripsina cristalina Q.1

Agua dd.cbp. 10 ml.
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e} SOLUCICON DE HEPAP.INA—MDClz

g)

1.- Solucifn stock de keparina sédica
Reactivo: ml

Heparina sddica USP { 5000 Ul/ml

2.- solucidn de cloruroc de manganese IM

Peactivo: gr.
Clorure de manganeso {(hidratado) 39 .80
Agua destilada cbp. 200 ml

Esterilizar por filtracidn con menbrana Millipore de 0.22 u.

3.~ preparacidn de la Mezcla de Hegarina—ﬂnClz :
Mezclar partes iguales (l:1) de la solucidn (1) ¢ (2). Esta-
ble por 2 semanas a 4°C en la obscuridad.
SOLIICTON AMORTIGUADORA CANM
Reactivo: gr .
Cloruroc de sodio 0.9
Cloruro de calcie (anhidro) G.1
sulfato de magnesio (hidratado) 0.1
Azida de sodio 0.1
ml.
Albiimina bovina al 7.5% 1.0

Agua destilada cbp. 100 ml
Disolver todas las sustancias en 50 ml de agua destilada, agregar
solucidn de albimina bowina al 7.5% y aforar a 100 ml. Estable

a a°c.

SUSPEHNSION DE KAOLIN

reactivo: gr . B
Kaolin likre de &cide 250.0

ml
rmortiguader alcaline s/alklmina 1000.0

Se mezcla el kaoclin ¢ el amoxtiguador, se envasan en frascos de
¥ =1

100 ml consexvindolo a 4°C. Antes de usarse se agita muy bien.



h) PATRON Y REACTIVO DE CIANGMETAHEMOGLOBINA

a) Reactivo de cianometahemoglobina

Obtener un wvial certificado del reactive de cianbmétahgmoglo—

bina.

} Patrdn de cianometahemoglobina

Obtener un patrdn de cianometahemoglobina’ que'tenga una con-—

centracidn de 850 mg%.

i) REACTIVOS COMPLEMENTARIOS PARA ENZYGNOST-RUBEOLA

2.-

3.~

1.~ AMORTIGUADOR DE DILUCION FA.

pH = 7.0 - 7.2

Reactivo: gr-
Cloruro de sodio -B.0
Fosfato de sodio dibasico 1.15
Fosfato d . potasio 0.2
Cloruro de potasio 0.2
Azida de sodio 0.2
ml.
Tween-20 30.0
Suero Bovino 1.0

Agua

SOLUCION DE LAVADO PA

Reactivo:
Tween-20
Amortiguador de fosfatos

Agua

CONJUGADO ENZIMATICO-FA -

El conjugado anti-IgG/FA,

destilada cbp. 1000 ml.

ml.
200 .0

concentrado 20 veces

destilada cbp. 2000 ml.

GLOBULINA

claborado mediante acceplamiento de

la
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fosfatasa alcalina. Su presentacidn es en frascos y viene
en forma liofilizada se reconstituye con amortiguador de

dilucidn-Fa, segiin indicaciones del marbete.

El conjugado~FA para Enzygnost se mantiene en alfcuotas a
-20°C € 2 una temperatura inferior, puede conservarse sin
alteracidn durante 3 meses. Hay qgue evitar la congelacidn
v descongelacidn repetidas. Los conjugados ya dilufdos, al-
macenarlos entre +2 y +8°C son utilizados durante 3 dfas, y

almacenado entre +20 y +25°C, durante 2 dias.
AMORTIGUADOR DE SUSTRATO-FA

Reactivo: gr.

Cloruro de magnesio

(hidratado) 0.5 M 0.102
ml.
Dietanolamina 100 .0

Agua destilada cbp. 1000 ml.

TAELETAS-SUBSTRATO-FA

Reactivo:

Tabletas de p-nitrofenilfosfato (pNPP)

Disglver 2 tabletas de sustrato-FA en 10 ml de émortiguador de
sustrato-FA. Esta solucidn Ae substrato es suficiente para una

placa de prueba.



soLU CION PARADOBA-FA .
reactivo:
Hidrdxido de sodio (2 N L.

Todos los reactivos complementarios para Enzygnost pueden ser

almacenados 2 a4°c & 6°C., en envase cerrado sOR estables los

reactivos.
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