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R&SUMEH 

Se utilizó la técnica de Inhibición de la Hemaglutinación reportada 

por el Centro para el Control de Enfermedades (C.D.C.) de At1anta 

Georqia O.S.A., empleando la hemaqlutinina del virus de la r~béola 

cí'.'pa Therien, por ser la técnica de referencia para conocer la rela­

ción que se tiene en la cuantificación de anticuerpos antirrubéola 

con la t?cni.ca de Cr!sayo inmunoenz.irnático (ELISA) de un sistema de 

p~eba indirecto de la casa Behring, en 75 sueros pares prove~Lentes 

de estudiantes universitarias (F.E.S. Cuautitlán) con edades entre 

los 18 y 30 años de edad. Se obtuvo un coeficiente de correlación 

{r) de 0.75 entre estas dos técnicas con una concordancia del 93.0% 

en la evaluación de la irununidad antirrubéola. La utilidad de la 

prueba de ELISA resalta debido 3. su mayor sensibilidad (91.0%) y es­

pecificidad sobre la técnica de IHA estandarizada (88.0%) en ia de­

terminación de inmunidad antir.rubéola, encontrando en la población 

est~diada una susceptibiiiciad ~~l 9.3 ~l 16.0% dependiendo de la se!:!:_ 

sibilidad del método utilizado y debido a su fácil desarrollo1 la 

técni~a de ELISA ~os permite efectuar un gran número de valoraciones 

en forma ventajosa. 
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CAPITULO 1: 

IJITRODUCC:l:Ol!I 

Ia rubéola es una enfermedad infecciosa que ha demostrado su 

potencial teratógeno en niños nacidos de mujeres que la han padeci­

do durante el primer tri.mestre de la gestación {8, 11, 13). 

El riesgo de infección para las mujeres en etapa fértil~ ~stá 

relacionado con su estado inmunitario hacia este virus; estudios se­

rológicos en distintos grupos humanos han presentado variaciones im­

portantes en la susceptibilidad al virus de la rubéola en mujeres de 

diferentes comunidades (1, 28, 38}. 

En nuestro pais, la exposición al virus de la rubéola se esta­

bl.ec~ ~n cd~des muy tempranas en forma ciínica ó subclínica, de mo­

do que a los 15 años se considera muy alta la presenc~a de anticuer­

pos que confieren inmunidad {5, 33). 

No obstante, estudios rea1i~ados en la Ciudad de México, indi­

can que cerca del 10% de las mujeres en edad de concebir se encuen­

tran desprotegidas ante dicha enfermedad teniendo ei riesgo de con­

traerla durante el embarazo (33, 42). 

De ahí la importancia de prevenir esta infección antes del em­

barazo, mediante la detección de mujeres susceptibies a través de 



la evaluación de su inmunidad sérica seguida por la vacunación de 

mujeres seronegativas {33, 421. 

El diagnóstico de laboratorio rápido y preciso de las enferme­

dades infecciosas es indispensable tanto para prestar atenclón in­

mediata al paciente como para íntroducir las medidas de salud públi­

ca que sean necesarias, esto es de radical .importancia, pues en la 

mayoría de las infecciones caus~das por vi.rus, el diagnóstico clíni­

co no eG lo suficientemente claro, debido a que muchcs virus pueden 

ocasionar un cuadro clínico muy parecido, dificultando así el diag­

nóstico diferencial preciso (20) . 

Uno de los principales retos de la cie.nci~ médic~ moderna ~s la 

integración de los adelantos básicos de la imnunología a los proce­

dimientos de diagnóstico que sean Útiles en la cl!nica médice, esta 

necesidad se ha ido solucionando en los Últimos años ya que los mé­

todos de laboratorio se h~~ ~-uelto cada vez más refinados y simpli­

ficados y debido a su especificidad y sensibilidad, han alcanzado 

un papel central en el diagnóstico clínico. 

De estos métodos, el ensayo inmunoenzimático conocido como 

ELISA, que fué introducido por Engvall y Perl.man y Van-Weeman Schuu­

ner en 1971 (49), como método práctico para la determinaciOn de an­

ticuerpos contra antígenos microbianos y otras sustancias biológicas, 

ha significado un avance para la evaluación de la serología viral, 

sustituyendo otras ~écnicas de diagnóstico ya que permite tanto la 



evaiuación de la protección inmune como ia demostración de un pro­

ceso activo de infección {16, 20, 31, 43, 48). 



CAPITULO U 

GENERALIDADES 

2.1. Antecedentes Históricos 

La infección pe~ el vi.rus de la rubéola, se ha descrito como 

entidad nosológica desde mediados del siglo XIX. La etiología 

de la enfermedad fué demostrada en 1938, por Hiro y s. Tasaka 

(ll). En 1941, la era contempóranea de la rubéola comienza, 

cuando el Dr. N. Me. Al.iester Gregg oftalmólogo australiano de;!_ 

cubrió que el virus de la rubéola es teratógeno cuando afecta 

a la mujer en etapa de embarazo, tal asociación fué confirmada 

universalmente en todos los países hasta la disponibilidad de 

vacunas (8, 11, 381. 

Una epidemia de rubéola (1963-19651 distribuída en varias par­

tes del mundo, sL.....,,ió para comprobar la magnitud del problema 

y estimuló esfuerzos para desarrollar vacunas seguras y efecti­

vas (8, 38). 

En 196~, tres vacunas de v±rus de rth:léola atenuados fueron apr2_ 

bados para su uso en hwnanos, estas son: la HPV-77, la Cende-

hil.l. y la RA27/3 (8, 221. 

Entre l97l-1979, se realizó en EE.UU. la inmun1zación de lapo­

blac.ión femenina con la yacuna cendehil1 o la HPV-77 (4). 
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En 1980, la vacuna HPV-77DE5 es reemplazada por la AA.27/3 corno 

ún.:Lca ~Facuna distribufda en lqs EE.UU., por tener menos efectos 

colaterales (4, 8}. La disminució~ de embriopatías por rubéola 

ha disminuído en EE.UU. a partir de 1984, debido al increm~nto 

de métodos de diagnóstico de laboratorio y a la practica de la 

vacunación (14, 22, 38). 

2.2. características Virales 

El virus de la rubéola es el Único miembro del género Rubivirus 

de la familia Togaviridae (7) • Clasificado en base a sus pro­

piedades bioquímicas y biof Ísicas que se presentan en la Tabla 

No. l 

Es un virus esférico envuelto, que ~ontiene una fibra simple de 

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

La composición escencial del virión de la rubéola es de tres 

porteínas estructurales especia1mente 2 glicoproteínas de envol 

tura El y E2 (E2a, E2b), así como una nucleoproteína "C 11
, aso­

ciada con el RNA infeccioso del virión, con pesos moleculares 

de 59K, 43 a 48K y 34K respectivarnenté, en proporciones de 

5:1:5 para El:E2:C. Estas proteínas están codificadas por tres 

genes y en ellas radica la capacidad inmunogénica del virus (7¡ 

25). En la Figuz:a No. 1 se esquematiza la morfología básica 

del virus de rubéola, con al.gunas de sus características. 



cabla No. 1 CARACTERISTICAS DEL YillIJS DE LA RUBEOLA 

(7' 2.1, 23) 

A.- Propiedades de la partícula viral: 

Acido Nucleico: 

Morfología 

Simetría 
Envoltura 
Efecto sobre la 

Molécula única de sentido positivo 
6 

P~lA-mc, con peso molecular de 3.2Xl0 
dalton. 
Esférico de SO a 70 nm de diámetro, 
superficie con 
Icosaédrica 
Lipoídica 

célula: 

proyecciones. 

Presenta actividad hernaglutinante (H.A) 

ion-dependiente. 
Propiedades Fisicoquímicas. 

Densidad de Flotación: 
Coeficiente de sedimentación: 
Destrucción de infectividad: 

i.is - 1.20 g/rnl 
280 s. 

Solventes lipídicos, 
tripsina, radiación U.V. 
6.8 - 8.1 

6 

Estabilidad pH 
Temperatura Se inacti .,ra a 56 ºC por 30 min, 

70 ºC cor 4 min. , establece a 
4ºC p~r más de 7 días e inde­
finidamente a-60°C. 

B.- Multiplicación: 

En el citoplasma. La maduración ocurre por germación a 
través de la membrana intracitopLasmática. 

C.- Carácteres Biológicos: 

El mie..mbro del género Rubivirus (Rubella virus) no es tran~ 
misible por artrópodos. 
No relacionado serolÓgicarnente con otros ·rog.3..vi?:l.dae 
No existe hospedador invertebrado. El hombre es el único 
hospedador vertebrado conocido. 



características: 

.. Tipo de genoma 

e 

E2 {E2a, E2b) 

RNA+. Asociado con una 

nucleoproteína "C" .. 

. Morfología ................... Partícula esférica can 

proteínas de envoltura 

{El., E2) 

. Simetría ........................ Icosaédrica 

Figura No. l DIAGRAMA DE LOS COMPONENTES DEL VIRUS DE LA RUBEOLA 

( 7. 21, 23) • 

7 



2.3. Manifestaciones Clínicas. 

La rubéola es una enfermedad iµfecto-contagiosa, que por sus 

repercusiones clínicas se puede clasificar en dos tipos de in­

fección. 

La inrección postnatal, inducida en personas susceptibles por 

la instilación del virus e.n las mucosas de las vías respirat·o­

rias superiores. Tiene Wl período de incubación de 14 a 21 

días, generalmente es una enfermedad febril leve, caracteriza­

da por síntomas prodrómicos mínimos o nulos, erupción transito­

ria eritomatosa y reacciones del sistema linfático con leves 

manifestaciones generales, que afecta con mayor frecuencia a 

niños de 3 a 9 años y a loG adultos jóvenes pocas veces produ­

ce complicaciones y virtual.mente nunca es fatal. No obstante, 

en adultos, sobre todo en mujeres la ei-ffermedad comunmente se 

acompaña por una poliartritis transitoria (8) .. 

Este padecimiento tan trivial se presenta como un probJ.ema en 

la mujer no inmune en etapa fértii, ya que frecuentemente con­

duce a la infección congénita (Figura No. 2) (l3, 34) .. 

La viremia materna puede dar lugar a la infección placentaria 

y a la consiguiente viremia fetal. En los tejidos fetales se 

piensa que el virus de la rubéola tiene un efecto inhibitorio 

de la mitosis celular y lUl efecto citopatogénico lo que expli­

caría la génesis de maiformaciones (6, 11, 32) .. 

8 
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Las consecuencias de la rubéola son variadas e impredecibles d~ 

pendiendo de la época del embarazo en que se presenta la enfer­

medad y puede ir desde la muerte fetal, anomalías al nacimien­

to Ó aún niños normales sin evidencia clínica de infección (S, 

J.3, 34). 

Ia. precosidad con que se produzca la infección durante el emba­

razo es un elemento crucial en la patogenia de la rubéola con­

génita. Es evidente que el riesgo de malformaciones es alto 

entre más corto es el período de gestación transcurrido (13). 

El 5Índrorne d~ rubéola congénito (SRC) se caracteriza por la 

infección del producto que ~uede presentarse con defectos úni­

cos, malformaciones múltiples e incluso infección acti•ra, por 

1o que las manifestaciones clínicas de la rubéola congénita 

nisrnos involucrados en la patogénesis y ellos son: 

A.- Condiciones pasajeras en el recién nacido ó en el jóven 

infante. 

Retraso en el crecimiento (Bajo peso al nacer) 

l?Úrpura trombocitopénica 

Hepati.tis 

Anemía hemolítica 

Hepatoesplenomegalia 

Lesiones en los huesos largos 
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B.- Manifestaciones estructurales pe.rmanentes que pueden pre-

sentarse en el nacimiento ó durante el primer año de vida. 

Auditivas Sordera total ó marcada hiposensibili­
dad auditiva. 

Alteraciones oculares: 

cardiovasculares: 

Neurológicas 

Catarat.a.s, glaucoma, retinopA.tÍ:a / mi­
croftalmia, miopía severa. 

Persistencia del conducto arterioso, 
defectos del tabique ventricular, este­
nosis pulmonar y coartación de la aor­
ta, necrosis del miocardio. 

Retraso psicomotor, microcefalia, ence­
falitis, retraso mental. 

~ - Manifestaciones tardías en jóvenes ó al principio de la 

edad adul.ta. 

Desórdenes endócrinos: 

Diabetes Mellitus 

Hipotiroidismo 

Hipertiroidismo 

A pesar de la diversidad y gravedad de su patolc;ía, el SRC, 

pasa inadvertido en el nacimiento. La tasa de mortalidad en-

tre los niños infectados en etapa de gestación por virus de 

la rubéola y que presentan s!ntomas al nacer es un 20% (8, 

34). 



VIRUS DE LA RUBEOLA SILVESTRE 

1 
INFECCION 

eoo~~M' 
1 I 

SUSCEPTIBLE 

ENFERMEDAD EXANTEMATICA 

INMUNIDAD 

INFECCION DEL FETG O 

EMBRION ( IRC ) 

~ 
/ ' "'-.. ABORTO MORTINATO INFANTE CON 

NACER TARDIOS 

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

11 

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



2 .4 .. Respuesta Inmune. 

El curso de la infección, dete~ción viral y síntesis de anti­

cuerpos se observa en la Figura No. 3 

12 

La duración de la infección adquirida por virus de rubéola, es­

tá limitada de 2 a 3 semana~, esto es por los mecanismos de de­

fensa del hué3ped: fl..l ocu.::-.rir el exantema cesa la viremia des­

encadenándose simuitaneámente respuestas específicas debidas 

principalmente a anticuerpos. Sin embargo el virus puede ser 

aislado a parti.r de secresiones nasofaríngeas desde siete días 

antes de la aparición del exantema hasta siete días después de 

la aparición del exantema (10, 15, 36~. 

~ infección natural estimula la producción de varios tipos de 

anticuerpos detectados por diversas técnicas. El primero en 

aparecer es el ant; ~uerpo inhibidor de la hemaglutinación (IHA) 

~ue eleva sus títulos rápidamente y alcanza una meseta en apro­

ximadamente 2 a 3 semanas, y puede persistir durante muchos -

años. Los anticuerpos neutralizantes (Nt), son demostrables 

pocos días después persistiendo durante años. El anticuerpo 

fijador de complemento (Fe•) no aparece hasta aproximadamente 

30 días después de la exposición, su título llega al máximo du­

rante el pri.r.~er y segundo mes postinfección tras lo cual el 

comportamiento no es predecible (J.l, 20, 27, 40). 

Las proteínas de la cáp~ide v.L.ral, estimulan a los linfocitos 
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l.J 

B, para sintetizar anticuerpos hu..~orales IgM, IgG e IgA sérica 

y secretora (9, 1.9) . 

La primer respuesta de inrnunoglobulinas después del est!raulo 

antigénico suele ser del tipo Ig~1, con actividad específica 

contra el virus, aparecen 16 días después de la exposición al­

canzando su máximo por el día 25, siendo sustituídas progresi­

vamente por los anticuerpos IgG para mantenerse de por vida 

(29, 36). 

2 .. 5. E:pidem.ic..logí.a y Control. 

La epidemiología de la rubéola está dominada por considoracio­

nes acerca de su efecto teratogénico. 

en los EE.UU. durante los meses de invierno y primavera y, aun­

que esto pueda concordar con lo observado en otros países en 

zonas t?m.Pladas se reportan n 1.J.rncroso~ casos en todas las épo-

cas del año (8) . 

La inquietud por el probiema rubéolico, ha surgido en aquellos 

países donde se han reportado epidemias en grandes núcleos de 

la población y en los que ade!nás existe una proporción conside­

rable de mujeres susceptibles (38). Esta situación se ha ob­

servado en los EE.UU. en los añoz de 1935, 1943 y 1964. Como 

C?nsecuencia de estas epidemias se estima que 30,000 niños tu-
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vieron alg-:in problema congénito relacionado con e1 virus de 1a 

rubéola en =oda la unión america.p.a. 

El control de la rubéola en los EE.UU., se ha logrado med.iant~ 

te la inmunización sistemática de la población escolar {mascu­

lina y femen.ina) , con el propósito de eliminar la circulación 

del virus y proteger de esta manera a las mujeres no irununes 

en etapa fértil. Desde i96~, cuando se autorizó la vacuna con­

tra la rubéola, la frecuencia de la infección en la población, 

y por tanto, de esta enfermedad, ha disminuído constantemente 

a la fecha Figura No. 4 (38). 

Sin embargo, en la Ciudad d~ Maxico, la epidemiología no es 

igual a la de otros países, puesto que los niveles de vida no 

son los mismos (331. 

ta rubéola en nuestro país tiene características endémicas ya 

que la mayoría de la población tiene anticuerpos contra este 

virus¿ siendo in..üunes un alto porcentaje de mujeres en ecapa 

fértil, por lo que no se just~fica la v~cunación masiva, ya 

que existen otras enfermedades que son verdaderos problemas de 

salud pública y por lo tanto tienen prioridad en la aplicaCión 

de recursos económicos, por lo que la ~acunación debe ser apli 

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

Los datos más recientes sobre rubéola seqún las estadísticas 
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de enfermedades tr'1...""l.s.."1lis-i.bles en la República Mexicana corres­

ponden al año de 1986, en el.1os se notifican 54,215 casos de 

ruhéol.a, más del doble que en 1984 en el. cual. tuvo una inciden­

cia de 21,250 casos. 

El lugar que ocupa la infección por rubéola en~re las enferme­

dades transmisibles en México, según 1.os datos reportados, ha 

variado del 190. lugar en 1970 al lSo. lugar en 1994 y e~ el 

año de 1985. la incidencia aumentó a niveles tales que la infec­

ción ocupó el 60. lugar dentro de las enfermedades transmisi­

bles. Esto puede implicar 2 situaciones: que la i.ncidencia 

de la rubéola en México ha aumentado o que la vigilancia epide­

miológica ha mejorado en los Últimos años tS) . 

De ahí que el. procedimiento aconsejable sea determinar prime.e.:. 

la susceptibilidad por examen serolÓgico y administrar la vacu­

na a las mujeres no-inmunes que lo soliciten, asegurándose que 

la parsona no este embarazada y que ro 1a vaya a estar dentro 

de 1os tres meses después de la vacunación, para evitar un po­

sible efecto teratógeno producido por ei virus de la vacuna 

(4, 36, 36). 

En los .individuos infectados o vacunados, el virus de l.a ru.béo-

1.a, causa una pronunciada inrnonorespuesta qi..ie puede medirse 

con 1.as técnicas serológicas dispon,Ll:)le:; 7 de esta manera 

cnnocer la inmunidad que se presenta t4, 9. 16). 
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La prevención de la enfermedad viral se ha logrado primordial­

mente a través de la elaboración de vacunas (3} ~ 

Se dispone de vacunas atenuadas derivadas de cultivos de te~i­

do, por medio de pases seriados del virus de rubéola: En cé­

lulas renales de mono verde africano (GMK) , después de 77 pa­

ses se encontró disminución importante de su virulencia, la 

cepa se conoce como HPV-77; una atenuación ulterior en pases 

por e:·mbrión de pato HPV-77oES; la cepa Cendehill atenuada me­

did.nte 53 pases en riñón de conejo a partir de 4 pases en cé­

lul.as GMK (36). 

se han desarrollado otras r~pas ~n riñón de cobayo (cepa japo­

nesa To-336) y se tiene la vacuna, la RA27/3 atenuada en 25 pa-

ses ~n células diploicies hu.tuciud.::;;, ~I-38 {l.J, 22, 36) . 

La administración de estas vacunas ha producido seroconversión 

dei 95% de receptores susceptibles (3). I.os eventos virolÓgi­

cos son similares pero en menor magnitud, siendo los vaLores 

de anticuerpos IHA y Nt de 4 a 8 veces menores que los regis­

trados en la L~fección natural, pero usualmente las concentra­

ciones permanecen sin cambio por m~s de tres años, con menor 

cantidad de virus en las secreciones faríngeas, viremia y eii­

minación faríngea de menor duración (22). 

Se han evaluado las respuestas de irununización contra diversas 
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vacunas, i.ndicando que si bien inducen una perdurable respuesta 

in..~unitaria, se ha encontraáo un riesgo de aislamiento del 3.1% 

para la cepa RA27/3, en comparación de un 20% para la HPV-77 y 

la cendehill (4, 221. 

La eficacia global se ha medido por el grado de protección con­

ferida al huésped inmunizado después de la exposición a la in­

fección. La utilidad de la vacunas no se ha medido simplemente 

por la aparición de anticuerpos séricos sino por la observación 

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

La vacuna FU\2.7/3 tiene ventajas sobre las otras, debido a que 

se ha demostrado que produc~ una mayor inmunogenicidad por un 

tiempo más prolongado en intervalos de 1.1 a l2 años postvacuna­

ciÓn (3, 14, 22}, proporcionando una inmuniri<"lrl tr!ás sólid.::. con-

tra reinfecciones que la respuesta obtenida por la HPY-77DE5 

ó la Cendehill (12, 131. 

En las C.cte.rminaciont:s O.e inmunoglobulinas específicas contra 

el vi.rus de rubéola, las vacunas muestran una respuesta de IgM 

menos prolongada que la infección natural, con mayor predomi­

nancia de anticuerpos IgG U.2, .291. 

La información acerca del desarrollo de antic~erpos IHA, IgG e 

IgM postvacunación es Úti1 para el diagnótico de la inmunidad 

que se tiene hacia una infección por rubéola (20}. 
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2.6. Diagnóstico de Laboratorio 

Con frecuencia la rubéola se confu_~de con otras enfermedades 

que coexisten con exantema maculopapular, como las causadas 

por numerosos picornavirus (ECHO, Coxackie), paramixovirus, 

reovirus etc., así como las erupciones producidas por fármacos 

y con la fiebre escarlatina. 

Un diagnóstico certero de rubéola se hace únicamente por aisla­

miento del virus y su identificación (Métodos Directos), ó por 

la respuesta inmune que presenta el organismo a la infección 

viral (Métodos Indirectos) . 

METOOOS DIRECTOS 

El empleo de los cultivos celulares como siste~as de propaga­

ción para el estudio de los virus, ha hecho posible el avance 

considerable en los conocimientos de los efectos biológicos 

que permiten la identificación del agente. 

El aislamiento del virus de rubéola en cultivos celulares con­

dujo a la primera prueba viral disponible para qn diagnóstico 

definitivo de dicha enfermedad. 

El virus de la rubéola ha sido cultivado e identificado duran-

te el curso clínico de la enfermedad, a partir de las secre­

ciones nasofaríngeas, orofaríngeas, orina, LCR, placenta y te-

jidos abortados. 



21 

La presencia del virUs se demuestra por la aparición de cambios 

citopatolÓgicos (ECP) en líneas. celulares RK-13 (derivadas de 

células de riñón de hamsterl usualmente después de 6 a B días 

de la inocul~ción en las rnonocapas celulares {29, 30), así co­

mo por interferencia viral en células amnióticas humanas. cé­

lulas Vero (6, 9}. 

Los virus aislados se identifican específicamente empleando an­

ticuerpos conocidos que inhiban o neutralicen los efectos bio­

lógicos del virus o reñccionen con los antígenos virales (hema­

glutinantes ó fijadores de complemento) . 

La.s técnicas clásicas de l~ ~oratorio que habitualmente se em­

rl~~n ~n virología~ si bien específicas y sensibles, suelen 

ser tediosas, difíc~les Ó, en algunos laboratorios, de ejecu­

ción LTD.posible:. 

METODOS INDIRECTOS 

Las técnicas serológicas empleadas para la detección de anti­

cuerpos contra el virus de la rubéola son de importancia diag­

nóstica prL~ordial, 7a que nos permiten diferenciar las infec­

ciones agudas y congénitas, así canopoder establecer la inmu­

nidad que se ~iene contra este virus, valorando las irununoglo­

bulinas :·1 y G respectivamente C9, 12, 17, 34}. 

Las pruebas serodiagnósticas comunmente empleadas, incluyen 
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la fijación del complemento (FC'l, ínmunofluorescencia indirec­

ta (IFA), neutralización viral (Ut), inhibición de la hemag1u­

tinación (IHA) y más recientemente emergida, la prueba de en­

sa}_•o irL'nunoenz.ir.tático (ELISA) , radioirununocnsayo (RIAl, hemó­

lisis radial simple (HRS) y aglutinación de partículas de lá­

tex (LA); paLa las cuales exi5te un patrón de respuesta de an­

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

Todos estos sistemas de ensayo, a excepción de la FC' y la de­

terminación de irunur'l.oglobulinas de la clase IgM., detectan anti­

cuerpos que persisten durante años y por lo tanto son pruebas 

adecuadas para la determinación de la inmunidad que se tiene 

ante una infección pasada o inmunización, así como el diagnós­

tico de la infección aguda de rubéola. 

La sensibilidad de estos ensayos en la detección de bajos nive­

les de anticuerpos de rubéola var!an considerablemente. 

Las sensibilidades relativas de estas pruebas están arnplia"llen­

te determinadas por sus ezpecificidades (ló, 41, 43, 46). 

En la actualidad se han desarrollado un gran nÚrnero de pruebas 

serólogicas, incluyendo equip~s somerciales con reactivos pre­

estandarizados, que son generalmente usados en los laboratorios 

clínicos, Útiles para la valoración de anticuerpos con~ra ru­

bÁola. L1 composición y calidad de varias pruebas comerciales, 
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se han comparado con los métodos convencionales (IHA, ultracen­

trifugación en gradiente de sacarosa etc.l para la evaluación 

de anticuerpos IgG e IgM. En la tabla No~ 2 se presentan al­

gunas características de estas pruebas (i7, 20 ~l). 
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Figura No. 5 RESPUESTA INMUNE A LA RUBEOLA DETECTADO POR DI­
VERSAS PRUEBAS INMUNOSEROLOGICAS DE SENSIBILIDA­
DES Y ESPECIFICIDADES DIFERENTES (20). 

24 



25 

TabLa Nr.>. 2 OETECCION SEROLOGICA DE INFECCION RU.BEOLICA l'<"R DIFE-

RENTES PRUEBAS (.9' 12' 20. 31., 41 y 43) -

Pruebas Diagnósticas* 

Nt FC' IFP. IH1' Et.ISA RIA HRS PLA 

!gM no no si si si si no no 

IgG no no si si si si si si 

Sensibi1idad t :¡, :¡, 1 t t ¡ ¡. 

Especificidad 1 ¡. ¡. 1 í t t t 
Cuantitativa +/- +/- +/- + + + + 

Suero Pre tratado no no no si no no no no 

Estandarización si si si 
de reactivos 

si no no si no 

CUl.tivo cel.ular si no no no no no no no 

Antígeno[alto] si si si si no no si si 

Riesgo potencia1 no no no no no si no no 

Fase sÓ.l.ida no no no no si si no no 

Auto???.ati.Z.;s.c.!iÓn no no no no si si no no 

! alta + cuant.Ltativo no cuantitativo 

:¡, baja +/- Semicuant~t~tivo 

( * ) Nt = anticuerpos neutralizantes 
FC' anticuerpos fijadores de compl.emento 
IFA anticuerpos inmunoXluorescentes 
ELISA= ensayo in.~unoenzimático 
RIA radio~nmunoensayo 

HRS hemólisis radiaL silnple 
PLA ag1utinación de partículas látex 



26 

2. 7. Objetivos 

La técnica utilizad~ en este trabajo se basó en un sistema in­

directo de ELISA de un equipo de prueba comercial, la cual es 

una de las pruebas diagnósticas generalmente usadas en labora­

torios clínicos de hospitales de te.=cc= ni•rcl. Se eligió la 

técr.ica de IHA para la correlación de los resultados con E:LI.SA, 

por ser la prueba de laboratorio que se utiliza con más frecuen 

cia para cuantificar los anticuerpos contra el v:irus de rubéola, 

además de que es la técnica de referencia. Así, en base a lo 

anterior se plantean los siguientes objetivos: 

1) ,- Conocer la reiación que se tiene en determinar los anti­

cuerpos añ.tiI."r:u.béola por el método de ELISA y el método 

de IHA, comparando el nivel de anticuerpos que confieren 

inmunidad. 

2) ~- Oetarminar la confiabil;dad de una prueba de IRA comer­

cial comparada con la IHA estandarizada en el laboratorio. 
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2.8. Hipótesis 

La técnica de IHA y ELISA, son técnicas en condiciones distin·· 

tas, pero nos pueden medir anticuerpos contra el virus de la 

rubéola, por lo que los resultados expresados en unidades cuan­

titativas y disponiendo de pares de valores de las dos técnicas 

para cada grupo de datos es posible calcular una constante co­

nocida como coeficiente de correlación. 

Ha. Hipótesis Nula. No existe cnrrelación entre las técnicas 

de IHA y ELISA en la determinación de anti­

cuerpos antirrubéola. 

Hi. Hipótesis alterna. Existe correlación entre las técnicas 

de IHA y ELISA en la determinación de an­

ticuerpos antirrubéola. 



CAPITULO III: 

MATERIAL 'l METODOS 

3 .. 1 .. Material BiolÓgico 

al Suero Humano: 

El material de estudio consistió en un total de 150 muestras 

de sueros pares, con intervalo de 2 a 3 semanas, obtenidas 

por punción venosa en condiciones estériles, a mujeres estu­

diantes de la FES-CUautitlán, cuyas edades fluctuaban entre 

los 18 a 30 años de edad. Todas las muestras se procesaron 

e.n el laboratorio de Microbiología General del H.G .. C .. M .. "La. 

Raza" .. 

Estas muestra de suero fueron divididas de la siguiente ma-

ll De éstas, 75 1e la primera muestra, obtenidas en forma 

aleatoria y 150 correspondientes a la segunda muestra fu~ 

ron trabajadas por la técnica de ELISA.. Se procesaron 

únicamente 75 de la primera muestra por los recursos con 

que se contaba en el laboratorio .. 

ii) Para la técnica de IRA, se emplearon solamente 75 muestras 

pares (las y 2a. muestra de suero) , util.izando dos méto­

dos de adsorción Ce beta-iipoproteínas (de acuerdo a 1as 

especificaciones dadas por el. Centro para el Control de 

Enfermedades lC.D.C.) de Atlanta Georgia U.S.A., y el de 
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un Rube-HIT de un equipo comercial de Behringl . 

Los sueros fueron separados el mismo día que se obtuvo la 

sangre y conservados en congelación a -20°c hasta el momento 

de la prueba. 

b) Suero Control de Rubéola para la Prueba de IHA: 

Suero ~ositivo Control de Rubéola (No tratado) con título 

alto humano ~1,256. 

Suero Positivo Control de Rubéol.a (No tratado) con título 

bajo humano 1'16-1,32. 

suero Negativo Control de Rubéola (No tratado) de bovino de 

acuerdo al marbete, estabilidad a una temperatura de +2 a 

+8°C. Evit.3.ndo congelar y descongelar. 

Los sueros fueron obtenidos de una fuente comercial de Beh­

ring A.G. Marburg w. Gerrnany en forma liofilizada. 

Así mismo para poder utilizar sueros humanos corno controles, 

se titularon muestras en repetidas ocasiones por la técnica 

estandarizada de rHA (37) y en presencia del suero control 

positivo de la presentación comercial. 

e} Suero Control de Anticuerpos IgG para Er;..zygnost-Rubella 

El suero control de rubéola (Humano) de una fuente comercial 

de Behring A.G. Marburg y W. Germany en forma liofi1-izada. 

Se conserva entre +2° ••• +SºC. Frasco X 0.5 ml. IgG 1:2560. 



d) Antígeno. 

Cosechas del virus de la rubP~la cepa Therien {VRT) , con­

servados en criotubos con nitrógeno iíquido a -196ªC, do­

nados por la Dra. B. GÓmez G.; del departamento de Ecolo­

gía Humana. Facultad de Medicina. UNAM. 
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Se utilizaron diferentes lotes de cosechas virales las que 

iniciall:tente se trataron con Tween y éter para la posterior 

titulación. 

Para la titulación del antígeno se utilizó una microtécnica 

recomendada por el Centro para el Control de Enfermedades 

(C.D.C.) (37). Utilizando esta técnica el ;:mtígeno probado 

presentó títulos de 1:16 a 1:64 por 0-025 ml. r los títulos 

fue.ron corroborados para poder calcular la dilución apropia­

da y obtener una cantidad de aglutinina equivalente a 4 uni-

Antígeno de rubéola, obtenido de una fuente comercial de Beh­

ring A.G. Marburg W. Germany, en forma de hemaglutinina tra­

tado con Tween y éter y liofilizado, rehidratándose en el -

momento de ser utilizado con agua dPstilada estéri1, se ob­

tuvieron títulos de l,64 a l,128 por 0.025 mi. 

e) Eritrocitos Humanos Tipo "Oº 

Los eritrocitos humanos fueron obtenidos de diferentes lotes 

de donadores, uti1izando EDTA como anticoagulante. 

Se ___ tipificaron para seleccionar aquel.los que fueron "O" 



Rb.(+), y posteriormente se hizo W1 pool para dar un buen 

grado de sensibilidad y reproducibilidad en la prueba de 

hemaglutinación (HA) e inhibiciCn de la I-ie:maglutinación 

(IHA). 

:!l 
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3.2. Metodología 

Para determinar el título de anticuerpos antirrubéola de ias 

muestras de suero ya indicad.; e:; • .::e:. •.'.'t.iliza.ron las técnicas si-

guientes: 

.'\) DETERMINACION DE AUTICUERPOS ANTIRRUBEOLA POR ENSAYO INMUNO­

ENZIMATICO (ELISA) 

A-i} Preparación de los reactivos 

Los reactivos complementarios para Enzygnost-Rubéola, como 

el amortiguador de dilución-FA, el conj~gado enzimático-FA 

listo para el uso y la solución de substrato (ver apéndice) 

se preparan y se mantienen a temperatura ambiente (entre 

+20ªC y +25°C) antes de ser utilizados. 

A-2) Elaboración de la curva patrón 

3~ reconstituye e.l suero control positivo humano con agua 

destilada estéril y se efectúan diluciones seriadas con amoE_ 

tiguador de dilución-FA, depositándose en la placa de prueba 

de acuerdo al. esquema de ·1a Figura N'o. 6 y procediendo de l.a 

misma forma que 1.os sueros problerr.1 como a continuación se 

describe. 

A-3} Procedimiento 

El método utilizado en un 'sistema indirecto de ELISA el cual. 

puede usarse en la detección y cuantificación de anticuerpos 

antirrubéola. La metodología del sistern.:>.. ze esquematiza en 

la Figura No. 7 
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El equipo necesario para r~al.izar esta prueba consta d~ placas 

de microtitulación sensibilizad~s con antígeno de rubéola, de 

6 colu..""n.I1as removibles, las cuales corresponden 2X8 pozos reac­

civ·os •1na hilera recubierta del antígeno y la otra del. contr?l 

de antígeno negativo. se adiciona el suero a probar diluÍdo 

con amortiguador de dilución-FA lsuero problema diluir 1:204), 

se incuba en ambiente húmedo y se lava con solución de Lavado­

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

Se.agrega un conjugado enzimático diluído (anti-Ig~-FA), 1a mi­

croplaca es incubada y lavada en las mismas condiciones ante­

riores, en seguida se adiciona el substrato diluído específico 

para la enzima (~-ni~=~feni,rosfato) se incuba en ambiente hú­

medo y se adiciona una solución concentrada que detenga l.a reaE_ 

ción (NaOH) • 

La degradación del substrato tiene por resultado un cambio de 

co1or lamari11o-verdosol así la cantidad y velocidad del. cambio 

de color es directamente proporciona1 a la cantidad de anticue;:_ 

pos en el suero ensayado e1 cua1 se mide espectrofotornétrica­

mente a 405 mm directamente en la placa de microtitul.ación en 

el procesador de ELISA-Behring M. 
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Figura No. 6 ESQUEMA DE LAS DILUCIONES DEL SUERO CONTROL POSITIVO 

PARA LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTIRRUBEOLA 

(31). 
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Figura No. 7 METODO INDIRECTO DE ELISA Pl\RA MEDIR ANTICUERPOS (31,49.l. 



B) TITULACION DE ~ICUElll?OS DE INRIBICON DE LA HEMAGLUTI­

NACION (IHA) 

Este método comprende principalmente las fases siguientes:. 

B-1.) Tratamiento de los sueros 

Los sueros contienen sustancias (beta-lipoproteínas) , que 

c~usan hemaglutinación inespecífica, por tal motivo se de-

ben tratar antes de realizar la prueba de IHA .. 

El tratamiento de los sueros se realizó como sigue~ 

B-1 .. l.) De acuerdo al métod_o reportado por el Centro para el Control 

de Enfermedades (C .. D .. C .. ) (37) en el cual se utiiiza una solu­

ción de Heparina-MrtC1
2 

1.:.l. y como diluentes amortiguadores 

orgánicos HSAG !ver apéndice) • El tratamiento se efectúa 

con incubaciones a 4°C.. El suero tratado reditua una dilu-

dos más largos. El suero no necesita ser inactivado por ca-

.Lar .. 

B-~.2) De acuerdo a un equipo comercial de Behring (Rube-HI~) an 

el cual se utiliza una suspensión de kaol!n (2~0 g/il (~er 

apéndice) ~ El tratamiento se efectúa con incubaciones de 

15 a 25ªC. El suero tratado reditua una dilución i~4¿ esta-

ble a 4ºC por una semana~ El suero necesita ser inactivado 

por cal.ar. 
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B-2) Estandarización de los e~itrocitos tripsinizados 

Los eritrocitos humanos tipo 11 0 11 se colectan en tubos de 

centrí~uga graduados, se lava con solución arnortiguadora­

DGV (ver apéndice) y el paquete se resuspende con el mismo 
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Para las pruebas de HA e IHA se requiere tripsinizar a los 

eritrocitos con una solución de tripsina al ii en PBS, se 

incuban y se lavan los eritrocitos con arnortiguador-DGV has­

ta retirar completamente la hemoglobina resuspendiendo el 

paquete en el mismo amortiguador a una concentración del 4%. 

A partir de esta suspensión se prepara otra al 0.25% antes 

de utilizarse en las titulaciones (para Ag o Ac) como se 

describe a continuación (37) . 

Se traza una curva estándar de hemoglobina con concentracio-

nes de 80, 60, 40, 20 y O mg1' de CNMHb. Se prepara la solu­

ción problema a partir de la suspención de eritrocitos al 

4% tomando una al.Lcuota y aforando con reactivo de CNMHb se 

mezcla e incuba a temperatura ambiente hasta que se lisen 

todas las células, se centrifuga para retirar el estroma a 

una porción de volúmen de la solución problema. Leer la 

Densidad Optica (Absorbancial de cada uno de los tubos de 

la curva estándar y la de la muestra problema u 54Q nm. Se 

calcula el factor
1 

del espectrofotómetro y el factor de D.O 

para obtener una suspensión de eritrocitos al 0.25% de acue=:_ 
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do a las siguientes relaciones! 

factorl= ?conc. de cada dil. de la curva patrón 

:E: o.o. leída 

factor D.O. 3. l2B rng% cmg 

factor
1 

Teniendo estos datos del factor del espectrofotómetro (fac-

tor
1
}, el factor O.O. y la lectura de absorbancia de la sus­

pensión de eritrocitos al 4%, se calcula el volúmen de amor-

tiguador-HSAG, necesario para obtener una suspen~ión del 

0.25% de la manera siguiente: 

Vol.uroen final 
[

o.o. de l.a ] 

prueba 
[

Vol. original. de la ] 

suspención de eritro­

citos al 4% 

Factor o.o. para la suspensión de eri­

trocitos al 0.25~ 

Esta suspensión debe ser usada el mismo día de su prepara-

ción. 
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B-3) Titulación del antígeno viral por hemaglutinación 

B-3.l) Tratamiento de la- suspensión viral 

La suspensión viral se trató con una mezcla de Tween-éter 

para destruir la infectividad del virus y aumentar su act~ 

vidad hemaglutinante en un factor de 5 a 10 veces debido a 

la fragmentación de la envoltura viral, lo que da como re­

sultado un incremento en el número de subunidades hemaglu­

tinantes de igual efectividad (44). 

B-3.2) Titulación de la suspensión viral por hemaglutinación 

La titulación se realizó en cajas de microtitulación de 96 

cavidades fondo tipo "V" de la casa Behring de acuerdo al 

procedimiento del e.o.e. (37). 

Para determinar la cantidad aproximada de hemaglutinina del 

antígeno de rubéola se hizo u..~a dilución inicial del antí­

geno de 1:4 con amortiguador-HSAG frío y posteriormente con 

microdiluctores se prepararon diluciones 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 suspensión de eritrocitos al 0.25%, 

asignando 2 pozos para el control de células (eritrocitos). 

El procedimiento se esquematiza en la figura No. 9. 



'J .f /6 3.;> 64 /.:J.~ .JS6 .,;:!'/;#. /O~ 1 
~>cpcpcpcpcpcpcpcpooo 
C1)CDCDCDCDCDCDCDCDOOO · 
CJCDCDCDCDCDCDCDCDOOO 
000000000000 
OOOOOOOOOOOQ 
ººººººººººº'~\. )___.:¡ 00000000000©~ 
OOOOOOOOOOOCD~ 

Figura No. 8 ESQUEMA DE DILUCIONES PARA LA TITULACION DE ANTIGENO 

HEHAGLUTINANTE DE RUBEOLA C37l. 



El título se toma como el recíproco de la Última dilución 

que presente aglutinación de eritrocitos. Una vez que al 

título se dete.?:"minó se completó la dilución del antígeno 

para ~ener 4 unidades hemagl~~inantes, la dilución se hizo 

con amortiguador-HSAG. 

B-4) Inhibición de la Hemaglutinación viral 
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La. titulación de los sueros previamente tratados, se reali­

zó en placas de roicrotitulación de .96 cavidades fondo tipo 

.. 'V" de la casa. de Behring, colocando un suero por cada fila 

(incluyendo sueros control positivo alto, positivo bajo y 

negativo en cada titulación}. 

Con rnicrodiluctores se prepararon diluciones seriadas de ca­

da suero de acuerdo al esquema que se presenta en la figura 

No. 10, asignando 1m pozo para el control del suero (C.S.) 

y otros para el control de células (eritrocitos) . se adi­

ciona el antígeno 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 e1 contenido de las placas en un vibrador mecánico. Se 

incuba para que se lleve a cabo la reacción Ag-Ac. 

Posteriormente se adiciona la solución de eritrocitos estan-

d~rizada al 0.25% a todos los pozos de cada suero, los con­

troles del suero y los controles de eritrocitosr se tapan 



las placas y se incuban hasta que los pozos que contienen el 

control de eritrocitos presenten un botón compacto. 

El punto final para designar la cantidad de anticuerpos in­

hibidores de la hemaglutinación es la dilución más alta del 

suero que presente una completa inhibición de la hemagluti­

n.:i.=ión. 

El procedimiento se esquematiza en las figuras No. 11. y 12 

dependiendo del sistema ensayado (.C .. D .. C .. y Rube-HIT) .. 
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1.o. 

2o. 

Jo. 

4o. 

secuencia de 

adición 

1.o. fil.a 

A."nortiguador 

HSAG ( ul. ) 

AntÍge~o dil.. 

1:4 ( ,ul. ) 

Amortigllador 

HSAG ( .ul. ) 

Suspensión de 

erit. "O" al. 

o .25t ( .ul. ) 

Recíproco de 

dil.uciones 

No. del pozo. 

l. 2 3 ·4 s 6 7 8 9 10 ll 1.2 

25 25 25 25 25 2S 2S 2S so so 

t-irar 

so332,.~3-~5"2~----ls 

2S 2S 2S 2S 25 2S 25 25 2S 

so so se so so so so so so so se 

INCUBAR l. hr. a 4°C 

4 a 16 J2 64 128 256 512 1.024 ce ce* 

Figura No. 9 ESQUEMA DEL PROCEDIMIENTO PARA LA TITULACION DE ANTI­

GENO HEMAGLUTINANTE (37) • 

e * J ce control de eritrocitos 
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Figura No. 10 ESQUEMA DE DILUCIONES PAHA LA TITULACION DE ANTICUER­

POS INHIBIDORES DE LA HE!1.Z\GLUTINACION CON EL CONTROL 

DEL TRATA!1IENTO DEL SUERO Y EL DE ERITROCITOS ESTAN­

DARIZADOS. 



Secuencia de 

adición 

l.o. fil.a 

lo. Amortiguador 

HSAG ( .ul ) 

2o. suero tratado 

1:8 ( lll. ) 

3o. Solución anti 

génica 4UHA 

( ul 

4o. Amortiguador 

So. SuspensLón de 

erit. "O" al 

o .25% ( .ul.) 

Recíproco de 

No .. del pozo 

l. 2 3 4 5 6 7 8 9 l.O l.l. l.2 

25 25 25 25 25 25 25 25 

tirar 

503~~b~~3~so 

25 25 25 25 25 25 2S 25 25 

INCUBAR l hr a 4 ºC 

25 25 2:; 2S 25 2S 25 25 25 

50 so so 50 so 50 so 50 so so so so 

INCUBAR 3 hr a 4 ºC 

diluciones: 8 16 32 64 l.28 256 5 J.2 1024 SC* CC CC* 
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Figura No. 11 ESQUEHA DEL PROCEDIMIENTO PARA LA TITULACION DE ANTI­

CUERPOS INHIBIDORES DE LA hEMAGLUTINACION (Método c. 

D.C.) (37). 

( * ) se Control del suero ce Control de eritrocitos 



Secuencia 

adició:i 

la. fila 

lo. Arno .. ::tiguador 

CANM ( .ul ) 

2o. suero tratado 

1:4 ( ul ) 

Jo. Solución anti­

génica 4 UHA 

( ul. ) 

erit. 11 0 11 al 

0.25% ( .ul ) 

Recíproco de 

J. iluc.iD11 .e.s : 

No. del pozo 

l. 2 3 4 5 6 7 a 9 10 ll. 12 

• .:; 25 25 25 25 25 25 25 25 50 50 

tirar 

25 25 25 25 25 25 25 25 25 

25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 

TNCUBAR 3 hr. a 15 ó 25ºC 

a l.6 32 64 12s 256 512 1024 SC* ce CC* 

Figura No. 12 ESQUEMA DEL PROCEDIMIENTO p· RA LA TITULACION DE ANTI­

CUERPOS INHIBIDORES DE LA HEMAGLUTINACION (Método 

Rube-HIT) 

e * l se Control del suero ce Control de eritrocitos 
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CAPITULO IV 

RESULTADOS 

4~l. Determinación de Anticuerpos por el Método de ELISA 

La determinación cuantitativa de anticuerpos específicos contra 

el virus de la rubéola po~ el ~ótodo u~ EL!SA, se realizó con 

un sistema indirecto de un equipo de prueba Enzygnost-IgG, efe~ 

túandose en primera instancia, la elaboración de una curva pa-

trón con un suero control positivo. 

En la Tabla No. 3 aparecen los valores de absorbancia promedio 

de varias determinaciones realizadas. En ella se aprecia que 

los valores de absorbancia obtenidos son directamente propor-

cionales a la cantidad de anticuerpos presentes en las muestras 

c:--... ::;.:¡ya.J.c.t.;;; así mismo se observó que la rníni;na cantidad de anti-

cuerpos que es posible determinar con este sistema para consi-

derar una reacción positiva es tomando un valor umbral de 

A~ 0.2, indicada por la diferencia de absorbancia del Antíge-

no (AR) y el control negativo del Artígeno (AC): 

A =A - A 
R C 

Con base a esto se decidió que un suero diluído 1:204 que diera 

valores de absorbancia ..:::.. O .2 se consideraría un suero negativo 

con este sis tema de prueba. 

Con los valores de absorbancia obtenidos, se construyó una cur-
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va patrón de va¡ores de absorbancia (A) contra dilución de suero 

con.trol positivo (Figura No .. 13). 

Una vez establecidas las condiciones de trabajo se procedió a 

la determinación cuantitativa de anticuerpos antirrubéola por 

el método de ELISA a las 150 muestras ya indicadas (segunda 

muestra solamente) y 75 correspondiente a la primera muestra 

de suero. 

Con los ~alares de absrobancia obtenido~ de la muestra problema 

el nivel de anticuerpos IgG antirrubéola se expresó a un valor 

representado por un Índi.ce de acuerdo a la siguiente relación: 

.SLISA INDICE 

[ 
Absorbancia del 

problema 1 

1 
Promedio de absorbancia 

control positivo 

Los valores de anticuerpos transformados a un índice obtenidos 

.~n este estudio se presentan distribuídos en porcentaj·e según 

el índice e~ la Tabla No. 4 
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T<lbla No. 3 DETERMl:NACION DE: A.'ITICUERPOS A..'ITIR..'lUBEOLA DEL SUERO CO.!:!_ 

TROL POSITIVO EN UN SISTEMA DE ELIS~-INDIRECTO 

Dilución del suero 

control positivo 

1'5 

.l:20 

l:4C 

l:SO 

l:l60 

l: 1:?.0 

l:6-l0 

l:l280 

1:2560 

Absorbancia (A) 

a 405 nm 

?' 2 .2 

l.850 

l.45Q 

0.950 

o. 700 

0.400 

0.200 

0.150 

0.090 



Abs.405nm* 
(E!IISA) 

2.5 

2.0 

1.5 

1.0 

0.5 

5 20 
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Ahsorbancia 

40 ªº 160 320 640 1280 2560 

Recíproco de la diiución del suero 

Figura No. 13 CURVA GLOBAL OBTENIDA EN LA DETERMINACION DE ANTICUEg_ 

POS DEL SUERO CONTROL POSITIVO (Enzygnost-Rubéola) 

* Las lecturas de A fueron realizadas en un procesador de ELISA, 
Be.-1ring M. 



Tabl.a No - 4 UIVEL DE ANTICUERPOS ANTIR..'1.UBEOLA l?OR LA TECNICA DE 

ELISA EN l.SO MUESTP.AS SANGUINEAS DE MUJERES DE LA 

".E.S. CUAUTITLAN 

TÍ tul.o 

(dil.uciÓn) 

J :5 

l.:20 

l:40 

l.:80 

l :1.60 

l.:320 

J.:640 

l :J.280 

J.:2560 

( * ) índice 

Indice* No. de suero "' 

,.402 3 2 

338 6 4 

265 l4 9.3 

J.73 33 22.0 

l.28 37 24.6 

73 27 lB.O 

36 J.6 l0.6 

27 9 6.0 

l.6 5 3.3 

absorbanc.a del problema/ promedio de absorbancias 

del controi positivo X 

dil.ución 
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Con estos resultados, analizando ia proporción y frecuencia de 

protección inmune se hizo un desglose de ios niveles de anti-

cuerpos, determinando una media de centralización de 128 de un 

histograma representado en la Figura NO- i4, donde podemos 

apreciar por medio de barras el resultado anterior. 



Frecuencia 
n 

40 

30 

20 

l.O 

..::. 36 36 73 l.28 l.73 2~5 338 402 

Negativo INDICE* 

Positivo 

FIGURA No. l.4 FRECUENCIA DE INDICE CORRESPONDIENTE AL TITULO OBTE­

NIDO PARA ANTICUERPOS IgG CONTHA RUBEOLA POR LA TEC­

NICA DE ELISA EN 150 1-!UESTHAS SANGUINEAS DE MUJERES 

DE LA F.E.S. CUAUTITLAN 

( * ) Indice = Absorbancia del problema X dilución 
Promedios de abs. control positivo 
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4. 2. Da terminación de Anticuerpos por el Método de IHA y ELISA en 

Sueros Pares .. 

Una vez estandarizada. la técnica de IIIA rt:portada por el Ce-'1.-

tro para el Control de Enfermedades (C.D.C.} se prosiguió 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 
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d6s métodos de adsorción de beta-lipoproteínas. En la prueba 

reportada por el e.o.e., los inhibidores inespecíficos se reti­

ran tratando el suero con Heparina-Mncl2 . La prueba comercial 

(R1.!!::c-UITJ , retira ios inhibidores inespecíficos con una sus-

pensión de kaolín. 

Los resultados de e~tas titulaciones cuando se emplean estos 

procedimientos y comparándolos con los obtenidos por ELISA se 

presentan en la Tahl.a No. 5 



Tabla No. 5 TITULO DE ANTICUERPOS ANTIP.P..UBEOLA OBTENJ:DOS CON LAS 

TECNICAS DE IRA Y ELISA EN 75 MUESTRAS SANGUINEAS DE 

MUJERES DE LA F. E • S • CUAUTITLAN 

No. de seroconversión* * 

la./2a. muestra 
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Recíproco del IHA IHA ELISA INDICE* 

título de IHA (C.D.C.) (RUbe-HIT) (Enzygnost) ELISA 

<8 10/11 12/ll 6/7 ..::36 

8 2/1 5/6 12/ll 36 

16 4/7 5/7 14/13 73 

32 23/21 25/23 16/15 128 

64 29/2 1 22/23 ll/12 173 

128 5/6 3/3 9/10 265 

256 2/2 'L./2 4/5 338 

512 3/2 402 

{ * * ) L.lamamos seroconversión al paso de 1-a ausencia de anti­

cuerpos (Ó en cantidad muy baja) en la pri..."Tlera extracción 

a un título 4 veces más en la segunda. 

( * } Índice = absorbancia del problema/ promedio de abs- control 

positivo X di.lución 

La. distribución de frecuencias del títu.lo de anticuerpos cuan-

do se emplean estos procedimientos se representan en la Figura 

No. 15 



30 l 20 

to 
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FRECUENCIA DE TITULOS 

30 

20 

to 
.---

8 16 32 64 128 256 "8 8 t6 32 64 1.28 256 
Rube-HIT 

20 

to 

<36 

e.o.e. 

Recíproco del. título IHA 

36 

donde: ---- la· muestra de 

suero 

2a. muestra de 

suero 

13 ua 173 2Gs JJB 402 

índice 
ELISA 

Figura No. 15 FRECUENCIA DEL NIVEL DE A!lTICUERPOS ANTI RRUB EOLA EN 

75 SUEROS PARES MEOIOOS POR LA TECNICA DE IHA (estan­

darizada e.o.e. y Rube-HIT comercial) Y ELISA. 

{ * ) !ndice ""' absorb.::l.ncia del problema/promedio de abs. control 

positivo X di1ución 
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4 .. 3. Correlación de las Técnicas de ELISA e IHA 

Después de la titulación de las 75 muestras de suero pares por 

la técnica de ELISA e IHA se realizó un análisis de los datos 

en forma inferencial para calcular una constante conocida corno 

coeficiente de correlación (r) que expresa el grado de asocia-

ción que tienen estas técnicas. 

Con las lecturas de absorbancia 'l su correspondiente índice ob-

tenido con la técnica de ELISA. se visualizaron las diferencias 

entre los sueros positivos y negativos, por lo que se estable-

ció una relación entre éstos y los títulos de IHA (Tabla No. 6) 

Para ca)cular (r}, se aplicó logaritmo de base 10 al recíproco 

de los títulos de IHA con los datos de absorbancia correspon-

dientes con el método de ELISA, ó bien el recíproco del título 

aP THA, con los títulos obtenidos con la técnica de ELISA tran~ 

formados a un Índice. 

Postcriorrr~nte se efectuó un análisis paramétrico de correla-

ción y regresión como medida de la asociación entre las dos 

técnicas descritas cuantitativamente relacionadas con la in-

formación obtenida. 

La relación (r) se obtuvo de acuerdo a la si9uiente fórmula: 

donde: 

r = X""Y - J./n li:X) (;: 'l) 

/[x2
-J./nú::<J

2
l(Y

2
-J./n (L.Yl

2 J 

X valores de una de las variables de la corre­
J.ación (IHA) . 
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Y valores de la variable que se va a relacionar 
tELISAl. 

n número de muestras. 

Con estos datos se obtuvo un coeficiente de correlación bajv 

las condiciones generales de las pruebas paramétricas para las 

técnicas de: 

1) ELISA IHA (Rube-HIT) 

2) ELISA IHA (C.D.C.) 

3) IHA (C.D.C.) - IHA (RUbe-HIT) 

En la tabla No. 7 se presentan los resultados obtenidos del 

coeficiente de correlación calculado estadísticamente y la co-

rr~lat:"iÓn q•J~ ~xist~ ~n l~ r1~termi n.=tción ñ~ í.nm11nidad en la 

población estudiada, comparándose así mismo con l.a rel.at.iv·a 

sensibilidad que presentan estas técnicas en la determinación 

de anticuerpos antirrubéola. 

En las figuras No. 16 y 17, se muestra la dispersión y el aná-

lisis de regresión lineal ajustada entre ambas técnicas, en las 

que observamos la dispersión de los t:tulos obtenidos al utili-

zar el. suero dilUÍdo 1:204 en la técnica de ELISA con la técni-

ca de IHA de acuerdo a las especificaciones dadas por e1 C.D.C. 

y con la prueba de IHA de un equipo comercial. 

Como podernos observar la mayor concordancia que existe ocurre 

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



Un análisis simi1ar se efectuó a los resultados obtenidos de 

las dos titulaciones de IHA para el tratami~nto de los sueros 

utilizada para la reacción de IHA (Figura No~ 18) ~ 
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Tabla No. 7 CAAACTERISTICAS EN IJ\ OETECCION DE ANTICUERPOS ANTIRRU­

BEOI.A ligG e IHA) POR Ll'.S TECNICAS DE ELISA e IHA RE:S­

l?ECTIVl\MENTE (43) • 

ELISA IHA-C.o.c. IHA-Rube-HIT 

Características ('!;) ('!<) ('!;) 

Sensibilidadª 91..0 88.0 81..0 

PV+inmune b 
90.6 84.0 78.0 

PV no inmune 
e 

9.3 l.6.o 21..3 

correlación de irununidad 

con IHA estandarizada 
d 

93-0 89.4 

Coeficiente de corre la-

ción (rle 75.0 94.0 

Coe.ficiente de correla-

ción (r) f 72.0 94.0 

.:!sensibi.Lidad - [Pc.:;i.t.:i .. !o:is ve.rdaderos/(positivos verdaderos + fal.sos 

negativos)] X l.00 

bVal.or predictivo positivo inmune 

PV+ [Positivos verdaderos/ Positivos verdaderos + falsos positi-

vos) X l.00 

cVal.or predictivo negativo no-inmune 

PV [Negativos verdaderos/ (Negativos verdaderos + fal.sos nega-

ªeorrel..ñción 

e,f 

tivos)} X l.00 

l<Positivos verdaderos + Negativos verdaderos 

(Positivos verdaderos + Negativos verdaderos + 

falsos positivos+ falsos negativos>] X ioo 

. - XY - l./n (¡:X) (I.Yl 
Coeficiente de Correlacion (r} = ~2 2J ! 2 

f[X -l./n(¿x) Y - l./n (I.Yl
2 j 
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Figura No. 17 REPRESENTACION GRAFICA 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 MOESTRAS SAN­

GUINEAS DE MUJERES DE LA F.E.S. CUAUTITLAN 

( ~ ) regresión lineal ajustada 

(**) Índice = absorbancia del problema/ promedio de absorbancia 

control positivo X dilu­
ción. 
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Figura No. l.B REPRESENTACION GRAFIC.,• DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS 

POR LA 'I'ECNICA DE IHA (con dos tratanu .. ento diferen­

tes de adsorción de beta-lipoprote!nasl EN RELACION 

A LA OETER..~NACION DE ANTICUERPOS ANTIR.RUBEO.t.A EN 

75 MUESTRAS SANGUINEAS DE MUJEP.ES DE LA F.E.S. CUAU-

TITLAN 

( * ) regresión lineal ajustada 



CAPITULO V 

D I S C U S I O N 

El criterio aceptado para la diferenciación de mujeres no inmu­

nes de aquellas irumm.es a l~ infección ror e1 virus de la rubéola, 

es la detección de un valor de anticuerpos espt:cíficos protectores 

(16,35). En la actualidad se dispones de varias pruebas irununoseró­

l.ogicas dentro de las cr"!.les se incluyen equipos comerciales para la 

determinación de anticuerpos contra el virus de la rubéola (14, 20). 

El método utilizado en el presente trabajo fué con un sistema 

indirecto de ELISA (EnZ):'gnost-Rubéolal de una casa comercial (31). 

Con el fin 2<=;! establecer .la vall.dez del t::u:::.a.i'ü cu.:..n:t.i-t.:!.-ti··_.·c 5e 

efectuaron varias determinaciones con sueros control positivo, con 

lo que se confeccionó una curva patrón (antes de que se procediera 

la determinación de anticuerpos de las muestras problema}, tomando 

un valor umbral para considerar una reacción como positiva, figura 

No. 1.3. 

El manejo de datos y el repo~te de resultados al trabajar con 

la técnica de ELISA es problemático; varios autores utilizan crite­

rios diferentes para diferenciar entre t!tulos positivos y negati­

vos (1.4, 16, 31.). 

En este trabajo las concentraciones de anticuerpos antirrubéo­

la pv~ el método de ELISA, se determinarion en base a la obtención 
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de un Índice expresando el nivei de anticuerpos de una muestra refe­

ridos a un estándar patrón positivo (en base a estudios en los cua­

les mencionan que el índice puede hacerse específico respecto de -

cualquier f~ctor par~ ei cual se conozcan los datos ) (9, 16, 43). 

Considerando que Índices 736 confieren inmunidad por este sistema 

de prueba. 

Se util.izó el. método de IRA como referencia para conocer e.l. 

grado de asociación y la correspondencia de anticuerpos que confie­

ren inmunidad por un ensayo de mayor sensibilidad como es el método 

de ELISA debido a que la técnica de IHA ha sido utilizada con más 

frecuencia y se ha establecido que la presencia de anticuerpos ~en­

tra "C!. -.;.ixus de la rubéola con títul.os de 1:32 ó mayo.res correlacio­

nan en forma precisa con la protección ciínica que tiene la mujer 

en etapa férti1 (24, 30, 35, 42}. 

Se evaluaron aleatoriamente sol.o 75 sueros pares para valol:'ar 

el desarrollo o persistencia de seroinmunidad por los recursos con 

que se contaba en el laboratorio. 

Los resultados indican (Tah.la No .. 5) que el estudio de las 

muestras de sueros pares no se oóservó una seroconversión manifies­

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

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

momento del m~estreo no se tenía una enfermedad en curso e~ la po­

blación estudiada (para ser significativa, este aumento del título 
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debe ser aproximadamente 4 veces mayorl, las que poseen anticuerpos 

puede ser el signo serológico de una rubéola antigua. Debido a es­

to se consideró corno positivc ó inmune un título mínimo de anticue.;:. 

pos a pdrtir de l~ dilución l:lG-l:32 por IHA, lo que equivale a un 

índice de 36-73 por ELISA. Se consideraron como inmunes debido a 

que los títulos se mantuvieron constantes (2:_ una dilución) es decir 

los resultados fueron reproducibles en el título de anticuerpos en­

tre las dos muestras de. suero. 

Debido a la reproducibilidad en el título de anticuerpos por 

ambas técnicas, se decidió analizar los datos resultantes de la se­

gunda muestra de suero por medio de una forma inferencial de corre­

.Lación. 

En las Figu.t.as No. iG y 17 se muestra que los sueros con baja 

concentración de anticuerpos presentan mayor dispersión, mientras 

que los grupos de suero con títulos de 1:32 y 1:64 por IHA e Índi­

ces de 73 y i2a por ELISA se observa una buena correlación, así 

mismo la menor dispersión de los títulos se observó en estos gru­

pos de suero, titulados por ELISA-IHA (C.D.C.l y ELT>A -IHA (Rube­

HIT}. 

En éstas observamos una correl~ción dG 0.75 con una concordan-

cia del 93\ (63 de 68 sueros) y 0.72 con una concordancia de 86.76% 

(59 de 68 sueros) en la detección de anticuerpos antirrubéola res­

pectivamente (Tabla No. 71. Estos resultados indican que hay una 
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muestras como inmunes {PV+l ó no inmunes (P"V-} con una concordancia 

del 93% (.Tabla No .. 7), el. cual representa Wl porcentaje alto si se 

toma como base estudios semejantes evaluados con varias pruebas de 

ELISA en donde la correlación de las técnicas fué del 91 .. 7 - 37.0~ 

e.n. la determinación de inmunidad basado en comparasión con resulta-

dos de IHA (12, 43). 

La. sensibilidad de las pruebas se muestra en la Tabla No. 7 en 

la que obsen·amos para EUSA el 91.0%, para IHA (e.o.e.) el 88.0% y 

el Sl.0% para IHA (Rube-HITl • El valor predictivo inmune (PV+) es 

del 90 .. 6~, de 84.0% y 78.0~ respectivamente. De estos resultados 

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

pendiendo de la sensibilidad del método ut~l~~aUo en ia población 

estudiada. 

La prueba de ELISA tiene ventajas sobre IHA, en que los inhibi­

dores no específicos de aglutinación, por los que quizás resulten 

falsos positivos, no se necesitan remover antes de la prueba, los 

resultados pueden hace~se con lecturas objetivas y la cuantificación 

de anticuerpos puede estimarse con una simple dilución del suero~ 

Debido a su fácil desarrollo nos permitió un gran número de valora­

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

obtenidos de esta valoración (Tabla No. 4} tienen un comportamiento 

si..üila.r en cuanto a sensibilidad se refiere en la cuantificación de 

anticuerpos antirrubéola. El porcentaje de susceptibles en esta po­

blación (PV-) por este sistema es de 9.3i aproximadamente infirién-



correlación poGitiva de grado moderadamente alto entre ambas técnicas 

con un nivel de significancia de p L.0.02 {considerando que son técni­

cas en condiciones distintas) • El valor "r 11 expresa el grado de tal. 

asociación, por lo tanto es una expresión cuantitativa de la simili­

tud observada la cual refleja la t~ndencia del nivel de anticuerpos 

de ser .Lineal.es, es decir de que anú.>as t~cr.ic.:i.~ C~'"r'.bi8n en el mismo 

sentido que la correlación. Los resultados son consistentes con la 

observación que los anticuerpos IgG medidos por SLISA aparecen en 

paralelo con los anticuerpos detectados por IHA. 

En la Figura No. 18 se muestra la dispersión de los títulos de 

los 75 sueros titulados por ambas técnicas de IHA (e.o.e. y Rube­

HIT), con una correlación de 0.94 entre estos métodos de adsorción 

de beta-lipoproteínas, con una concordancia del 89.4% (52 de 63 sue-~ 

ros. Las diferencias con una y otra técnica se observa cuc:t..cu:l.:. .:;e 

realiza el análisis individual de los 75 sueros pares, siendo de ma­

yor precisión el método reportado por el. C.D.C. por controlar cada 

paramétro de la prueba para la reacción de IHA con menor pérdida de 

inmunoglobulinas antirrubéola que el método del Rube-HrT. Sin em­

bargo la estandarización de la técnica consu.i~e mayor tiempo. 

t.a técnica de ELISA utilizada en el presente estudio es senci­

lla, rápida, específica y más sensible q 1.ic IHA. El designar un va­

lor de cohorte y el utilizar controles~ disminuyó la posibilidad de 

tener fal.sos positivos, falsos '!1.cgati."' ..... -:is por lo que se tuvieron re­

sul.tados equivalentes a IRA (Tabla No. 6). en la clasificación de 
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dose del comportamiento similar en la determinación de frecuencias 

de1 nivel de ~nticuerpos representado en la Figura No. 14 en com­

parasión con la titulación 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 convencionales para 

una mejor interpretación de los resultados. 

Por otro lado, muchos centros de investigación nacional traba­

jan en la obtención de los reactivos utilizados en la técnica de 

ELISA, por lo tanto en el futuro la técnica será ~~s barata y por 

consiguiente más accesible a los laboratorios de diagnóstico clíni­

co. 

Esto es de radical importancia debido a que la incidencia de 

ia rubéola en la P~pÚblir~ ~exicana se ha incrementado en los Ú1ti­

mos años de acuerdo a la información estadística que se cuenta sobre 

enfermedades transmisibles. La pob1ación susceptible varía del 10 

al 20%, por lo que se enfatiza la importancia de la detección de 

mujeres susceptibles antes de1 embarazao por medio de la evaluación 

serolÓgica de la inmunidad contra la rubéola. 

Esta es una bllena tendencia de reeempl.azar la bien conocida 

prueba de IHA y familiarizar la correspondencia de protección clí­

nica con métodos inmunológicos más recientes y de menor demanda téc­

nica, para evaluar la inmunidad contra la rubéola en la mujer en 
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etapa férti1 como medida de control y prevención a1 daño fetal rela­

cionado con la infección. Aún cuando, la población en riesgo es ba-

ja, la ejecución y calidad de pruebas diagnósticas se debe consi-

derar, ya que toda enfermedad constituye un problema médico, epide­

miológico y social. 
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e o N e L u s I o N E s 

i.- El método de ELISA de un equipo de prueba comercial (Enzygnost­

Rubéola) tiene una correlación de 0.75 respecto a la técnica de 

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

an't.icuerpos IgG detectados por la técnica de ELISA tienden a co­

rrer paralelo con los anticuerpos IHA en la evaluación de irunu­

nidad en un 93~ .. 

2.- La mayor concordancia con los anticuerpos por IHA fué con títu­

los de 1:32 a 1:64 lo que equivale a un índice de 73 a 128 de 

anticuerpos IgG por ELISA es decir una absorbancia pro~dio de 

0.700 a 405 nm con este sistema de ensayo. 

3 .. - La interpretación de la prueba de IHA puede ser subjetiva si no 

se estandarizan adecuadamente los parámetros de la técnica. Ca­

da variable del sistema tiene un marcado eZecto sobre la sensi­

bilidad de la prueba. 

4.- El nivel de anticuerpos que confieren inmunidad por el método 

de ELISA fué de un 90.6% el cual equivale a 84.0% por la técni­

ca de IHA estandarizada en el· laboratorio. 

5~- La utilidad de la prueba de ELISA resalta debido a su mayor sen­

sibil.idad (91%) y especificidad sobre la técnica de IHA '.l debi­

do a su fácil desarrollo, nos permite efectuar un gran número 
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de valoraciones en forma ventajosa en la detección de anticuer­

pos en fluídos bioiógicos. 

6.- Sería muy acertado, realizar como parte de examen médico de ~u­

tina, una titulación cuantitativa de anticuerpos antirrubéo1a a 

toda mujer próxima a embarazarse, o a toda mujer que solicite 

trabajo en un hospital ó guardería con métodos inmunolÓgicos 

más recientes y de menor demanda técnica, para ejercer una vi­

gilancia en aquellas mujeres que estando en etapa fértil sean 

seronegativas. 



A P E N O I C E 

a) SOLUCION AMORTIGUACORl\. DE FOSFATOS SALINO (PBS) 

Fsactivo: 

Cloruro de sodio 

Fosfato de sodio dibásico 

Fosfato de potasio 

Clart.'"':'.O de potasio 

gr. 

B.O 

1.15 

o .2 

0.2 

Agua destilada cbp. 1000 ml. 

b) SOLUCION AMORT!GUADORA DEXTROSA-GELATINA-VERONAL 

( DGV l p!l ~ 7 .3 

Reactivo: 

Acido barbitúrico 

Gel.atina 

Barbital sódico 

cioru.ro de calcio hidratado 

Sul.fato de magnesio hidratado 

C:loruro de sodio 

Dextrosa 

gr. 

0.58 

0.60 

0.38 

0.02 

0.12 

a.so 
10.00 

( * l Agua dd. cbp. 1000 ml 

Diso1ver en 250 ml. de agua hirviente el barbita1 y la gelatina, 

hasta su completa diso1uci0n. En agua frfa disolver los demás 

componentes y cuando ambas soluciones estén a temperatura ambien­

te se mezclan. Esteril.izar por filtración a través de una rnem-

brana millipore con poro de 0.22 u de diámetro. 

( k ) dd. agua destilada desicnizada 



e) SOLUCION AMORTIGUADORA HEPES-SALINO-ALBUHINA-GELATINA 

HSAG ) pH = 6.2 

l.- Solución stock SX de HEPES pH= 6.5 

Reactivo: gr. 

HEPES (N-2-hidroxi-etilpiperazina­

N-2-etanesulfÓnicol 

Cloruro de sodio 

Cloruro de calcio dihidratado 

29 .80 

40 .95 

o. 74 

Agua dd.cbp. 1000 ml. 

2.- Solución stock 2X de Albúmina Sérica Bovina. 

Reactivo: 

Albúmina Bovina 

gr. 

20.0 

Agua dd.cbp. 1000 ml. 

3.- Solución stock lOX de Gelatina 

Reactivo: gr. 

0.25 Gelatina 

Agua dd.cb.p. lOOOml 

4.- Preparación del amortiguador-HSAG 

Reactivo: ml. 

Sol. stock sx HEPES 200.0 

Sol. .stock 2X ASB sao.o 
Sol. stock lOX GELATINA 100.0 

Agua dd.cbp. estéril lOOO ml 

La solución (1) y (2) se esterilizan por filt~ación con mem-

brana millipore de 0.22 ~de diámetro, (3) se esteriliza por 

75 

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

d) SOLUCION DE TRIPSINA AL 1% 

Reactivo: 

Tripsina cristalina 

Agua dd.cbp. 10 ml. 

gr. 

0.1 



e) SOLUCION DE HE?AP.INA-~.nc:i.2 

L.- Solucié1 stock de heparina sódica 

*ª(;tivo: 

Heparina sódica USP l 5000 Ul/ml 

2.- Solución de cloruro de mangm1eso l.M. 

F-eact:.ivo: 

Cloruro de manganeDo (hidratado} 

ml. 

gr. 

39.60 

Agua destilada cbp. 200 ml 

E.~terilizar por filtraciór. con membr.:i.n3 Millipore de O. 22 u. 

3.- Preparación de la Mezcla de Heparina-nncl
2 

Mezclar partes igllales (.1:1) de la solución (1) y {2). Esta­

ble por 2 se[:lanas a 4 ºC en la obscuridad. 

f) SOLTTCLON A..~iORTIGUADORA cru-lM 

Reactivo: 

Cloruro de sodio 

Cloruro de calcio (anhidro} 

Sulfato de magnesio (hidratado) 

AZida de sodio 

gr. 

0.9 

O.l. 

O.l. 

O.l. 

mL 

Albúmina bovina al 7 .5% 1.0 

Agua destilada cbp.. 100 ml. 

Disolver todas las sustancias en 50 ml de agua destilada, agregar 

solución de albúmina bovina a1 7.5% y aforar a 100 ml. Estable 

a 4°C. 

g) SUSPENSION DE Y..AOLIN 

P.eactivo: 

Kaolin libre de ácido 

gr. 

250.0 

mi 

~~ortiguador alcalinos/albúmina 1000.0 

se mezcla el kaol!n y el amortiguador, se envasa..ri en frascos de 

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



h) PATRON Y RE.n.CTIVO DE CIANOMETh.'IEJ.!OGLOBINA 

a) Reactivo de cianornetahemoglobina 

Obtener un vial certificado del reactivo de cíanonle_t:-~I?-emoglo­

bina. 

bi Patrón de cianornetahemoglobina 

Obtener un patrón de ci.:i.no."Ile tahemoglobina qúe ··teliga t.iila can­

ce~tración de 80 mg%. 

i) REACTIVOS COHPLE.M.ENTARIOS PARA ENZYGNOST-RUBEO!A 

L- AMORTIGUADOR DE DILUCION FA. 

pH = 7.0 - 7.2 

Reactivo: gr. 

Cloruro de sodio B.O 

Fosfato de sodio di básico 1.15 

:Cosía.to d potasio 0.2 

Cloruro de potasio 0.2 

Azida de sodio 

Tween-20 

Suero Bovino 

0.2 

ml. 

40.0 

lo.o 
Agua destilada cbp. 1000 ml. 

2.- SOLUCION DE LAVADO FA 

Reactivo: ml. 

Tween-20 200.0 

Amortiguador de fosfatos concentrado 20 veces 

Agua de~tilada cbp. 2000 ml. 

3. - CONJUGADO ENZIHATICO-FA - GLOSULINA 

El conjugado anti-IgG/FA, elaborado mediante acoplamiento de la 

77 
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fosfatasa alcalina. Su presentación es en frascos y viene 

en forma liofilizada se reconstituye con amortiguador de 

dilución-FA, según indicaciones del marbete. 

El conjugado-FA para Enzygnost se mantiene en alícuotas a 

-20ºC é a una temperatura inferior, puede conservarse sin 

alteración durante 3 meses. Hay que e?itar la congelación 

y descongelación repetidas. Los conjugados ya dilu!dos, al-

macenarlos entre +2 y +8ºC son utilizados durante 3 días, y 

almacenado entre +20 y +25°C, durante 2 días. 

4.- AMORTIGUADOR DE SUSTRATO-FA 

pH = 9.8 

Reactivo: 

Cloruro de magnesio 

(hidratado) 0.5 M 

Dietanolamina 

gr. 

o.io2 

mi. 

ioo.o 

Agua destilada cbp. 1000 ml. 

5.- Tlilir.ETAS-SUBSTRATO-FA 

Reactivo: 

Tabletas de p-nitrofenilfosfato (pNPP) 

Disolver 2 tabletas de sustrato-FA en 10 ml de amortiguador de 

sustrato-FA. Esta solución ~e substrato es suficiente para una 

placa de prueba. 
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6.- SOLUCION pARJ\OORA-FA· 

Reactivo: 

HidrÓ>ddo de sodio l 2 N t . 

~odos lo~ reactivos complementarios para Enzygnost pueden ser 

aimacenados a 4°C ó 6ºC., en envase cerrado son estables los 

reactivos. 
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