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INTRODIJCCIVN 

La. poliomieli t.J.s ha sido una de las en'fermedades 

virales más temidas por la numanid.ad, sobre todo por las 

secuelas de para.11s1s y de:formidades que produce. A f'lnes 

del decenio de los cuarenta la Fundación Nacional Americana 

para la parálisis 1n'fantil, recaudó :fondos para sostener 

una amplia 1nvest.1gación en un intento de desarrollar una 

vacuna anti-polio. La vacuna J.nactl va da con 'formol, de 

Salk.,· -:cl.l;~ la primera en obtener licencia en 1954 y :fue 

adoptada en Estados Unidos de Norteamérica, Europa y Aus-

tPalla. mientras tanto la vacuna viva atenuada oral de 

Sabin fue acogida 'en la U.R.S.S. y Europa Oriental en donde 

demostró tener tanto éxito que el mund.o entero, excepto 

algunos países escandinavos, utiliza en la actualidad la 

vacuna de sabin (1). 

Desde que se inlciaron las campañas de vacunación anti-

po1iom1e1Itl.ca se observó un importan te descenso en los 

casos de pol1om1el1 tis, en especial en los países de sarro--

llactos, sin embargo en países del tercer mundo la ocurren-

c!a ele esta en'fermedad no ha disminuido en f'orma similar. 

En México se reportaron 710 casos en 1975-77, ci'fra que 

disminuyó a 180 casos en 1983-85, en contraparte Estados 

Unidos y canada presentaron conjuntamente una d1.sm1nuclón 

de 20 a a casos de poliomleli tis en el mismo per.Iodt;> (2, 3, 

A pesar de la disminución de los casos de pollomieli t.!s 

en todo el mundo, no se ha erradicad.o totalmente esta 
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en'fermed.ad at.ribuyén<iose a diversos 'factores corno son: 

1) Inact1vac1ón d.e la vacuna por de'fectos en la cadena ir1-

gorITica, 2) campañas de vacunación tnadecuadas y 3) Inter-

-ferenc1a v1ra1 (5, 6). 

El :fenómeno de inter"ferencia v1ral se conoce desde hace 

t.1empo y puede d.eí'1n11"se como· un estado inducido por un 

virus 1nt.erTerente y se caracteriza por res1st.enc1a de 

células o teJ1ctos a una 1nfecc1on por un segundo virus (7). 

Esta inter'ferenc1a se ha observado en di:ferentes v1rus 

(8, 9}', -=~~l es el caso del v117us vacuna! es.e la polio, ya 

que aste puecJ.e su:fr1r de auto interferencia en la mezcla 

tl"1Valent.e en aond.e con 1sua1 ní1me:ro de aos1s .ln'fect,antes, 

se n1zo evident.e que el serot1po más afectado era el 

pol.lo-3, seguido d.el pol.1ov1rus-1 y el menos a:fectad.o era 

el serotipo Z; en la actualidad se han logrado opt1m1zar 

las cantidad.es de cada virus para reducir el efecto de 

auto1nter~erencia 12). Por- otro lado, existen 

reportes d.e que otros enterov1rus como adenovirus tipo 1, 

coxsac:Kie 'B5 y ECHO e.o pueden 1nter"fer1r co11 la respue_sta 

de la · vacunación ant1-po11om1el.I.tica {11). En. un estud.l.o 

·realizad.o en cn11e tamb1€n ·se o.bservo el :fenómeno inverso. 

es decir se ha ut111zad.o mas1vament.e la vacuna ant.ipo110--

m1eliUca para la p:r-evención de ct1arreas de et.l.oloeia 

v1:ral, lográndose una reducción d.e hasta un 15% d.e las 

tasas de mortalidad.. (11). 

Tarnbi.én ex1s-ten ev1a.enc1as de que otros agentes como 

cal.lci v 1rus, astrovirus, m1nirota. virus y el agente norwalK. 

son capaces de mul-t.ipl!carse en la mucosa 1ntes.t1."fl.a.l ta.umana -
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y producir gastroenteritis (14, 15, 16, 17). 

Se ha estimado que anualmente ocurren de, 7.q.4 a 1000 

millones de casos de diarreas en Asia, Africa e Ibe­

roamérica¡ de éstos, 4.6 millones de muertes suceden en 

niños menores de 5 años y en este grupo etário los princi­

pales agentes causales de gastroenteritis aguda son los 

.rotav1rus (17). 

Generalidades de los Hot.avirus. 

Los rotavirus humanos pertenecen a la familia Reovi­

r1dae,-y se clasif'ican por pruebas de neutra11zac1on en q. 

serotipos. La partícula completa mide aproximadamente 70 nm 

de di.a.metro. tiene una cápside de doble capa que encierra 

un genoma de 11 segmentos· de ARN de doble cadena y con un 

peso molecular de aproximadamente 2.2 millones de daltones. 

La etapa de mor:fogenes1s de rotav1rus humanos y animales es 

muy semeJante en cultivos celulares. Su réplica, se inicia 

con la entrada de los viriones a las células por endocito­

sis, posteriormente dentro de los lisosomas los viriones 

.Pierden su cubierta, liberándose partículas subvirales de 

50 nm; B hr post-infección se observan inclusiones de mate­

rial granular denso (viroplasma~} que representan proteinas 

nuevas y ARN viÍ'al precursor acumulado en el citoplasma, 

acspues se empaca el AR?l y se ensaml>lan las protc1na.s 

virales d.e la caps1cte, estas partículas dejan el viroplasma 

por gemación 

perclerla al 

en donde adquieren su envoltura, pa.ra después 

moverse hacia el interior de las cisternas de 

reticulo 

pa1~a la 

endoplasmico, 

111:fect.1 Vid.ad 

ya que 

(18), 

la envoltura no es necesaria 
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El rotav1rus de los humanos es d1-fíc1l de cu1t.1var iJJ 

V.lt1~01 sin embargo el rotavirus de s1m10 SA-11,· 'na· ·-sido 

multiplicado en varios cultivos primarios y _- línea·s - ce1U-

lares 2.0, 21) y man1'fiest.a un 

(E.C.P.) que se caracteriza por: acumulac1on de ma teriál 

granular en el c1top1asma1 redondeamiento y aumento del 

volumen celular, agrupamiento de células in-fectadas y mayor 

adherencia a la superficie de contacto (19,2.0,21). Cabe 

mencionar que · el SA-11 presenta reacción cruzada con el 

ser•ot1p-o- :; de rota virus n u mano (16). 

Los el.años celulares que provocan los rotavirus en biop-

Sla de mucosa · yeyunal de niños ·con gastroen ter 1 t1s, 

.incluyen atro-fia y acortamien'lo de las vellosidades, infll-

trac.Lón de la lamina propia con células mononucleares, dis-

tensión de las cisternas del retículo endoplásmico, aumento 

mitocondrial y espaciamiento irregular de las micr-ovellosi-

dades. Además se ha demostrado que en la diarrea inducida 

e}:.per1menta1mente en cerdos, se claña el sistema de trans-

port.e de sodio acoplado a glucosa, disminuye la actividad 

de la sacarasa per·o la actividad de la timidín quinasa 

aumenta: sin embargo 1 la adenila1;,o ciclasa y el AMP cíclico 

no son estimulad.os. Por otro lado 1 existen datos que en 

algunos pacientes se a'fecta la absorción de D-xilosa y en 

general disminuyen los niveles de disacáridasas como la 

malt.asa sacarasa y lactasa (18). 

Generalidades de los Po liov 11~us. 

Los po11ov1rus t.1enen un ciclo de replicación más 

rápido que los rot.avirus1 ya que las células en cult.ivo 
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Pl''esent.an cambios mor'fológicos a , las · 3 y 4 h post-

in:fección 1 entre los que desta.Can ·. pér<;l:da · de la cromatina 

en el núcleo, desplaza~iento nUcleai- ,_y. ·arrugamlento de su 

memorana 1 aparición de masas citoplásmfcas eosinót'ilas, 

at1mento en la vacuo11zac1on •. redondeamiento 

v<;>lumen, ·mayor• re'fr1ngenc1a y lisis celular 

y aumento 

(22). 

de 

Los po11ov1rus pertenecen· a la Tam111a P1cornav1ridae, 

so11 partículas de 30 nm, compuestas de un genoma de ácido 

r1l:>onuc1c1co CARN) de cadena senc111a y esta cub1e1 .. to por 

u11a ca~~1_de con simetría 1cosahCdr1ca. La réplica del virus 

se 1n1c1a con la adherencia a los receptores lipoprotéicos 

de la celula huésped. Dentro de la ce1u1a, la cápside se 

escinde liberándose el ARN mono'filament.oso que sirve como 

mol~cula de ARN mensajero para la s!ntesis de la ARN­

replicasa, en este punto se desarolla el inter•mediario 

replicador de ARN que sirve para la síntesis de nuevas 

rno1eculas de ácido nucléico viral. simultáneamente a este 

pl"Oceso se lleva a cabo la síntesis de las proteinas de la 

cá1,side que será la envoltura del ácido nucleico viral, 

todos estos eventos ocurren en la matriz citoplásm1ca. 

La pa togénes1s del virus . polio, se 1n1c1a co11 la 

ingestión de los virus y su rnult.1pl1cac1ón primaria en las 

mucosas oro'faringea e intestinal: sin embargo, no se sabe 

s1 el virus se multiplica en las Células epiteliales o lin­

f"oides del tubo digestivo, pero hay evidencia de que las 

amigdalas y las placas de Peyer del íleon son invadidas 

rápidamente. De estos 'focos primarios los virus pasan a los 

ga11g1ios linTáticos 1 poster1orment.e a la sangre para 'final-

·, 



mente dirigirse a otros tejidos sensibles como la grasa 

par•da¡ en la mayoría cte las 1n"fecc16nes .naturales incluso 

en individuos no inmunizados solo se produce una v1rem1a 

tr·ans1toria ya que sólo el a- % ae las infecciones ocasionan 

el síndrome clínico paralítico, al invadir los virus el 

sistema ne1'V 1oso central (23). 

El proceso de la en"ferrnedad paralizante se inicia con 

una en:ferrneda<l leve asoc1aaa a la v1rem1a caracter•1zacta por 

problemas respiratorios o gastrointestinales, posterior-

rnent~ - -cre a 3 días o a veces sin nincún intervalo se pre-

senta la enf"ermedad principal caracterizada POl' ce"falea, 

f"iebl'e, l'lgía.ez mU.scular y pa1"áll.sis asociada a destruccion 

celular en el sistema nervioso central. como sucede en las 

ast.as anteriores de la médula espinal (poliomielitis espi-

nal}, tronco cerebral (pol1om1e1i t1s bulbar} y la corteza 

motora (po11om1e11 tis encef"á.llca}. La po11om1eli tis bulbar 

es a menudo mortal al provocar 1nsu"ficienc1a respiratoria o 

cardíaca, mientras que las otras -formas pueden deJar 

secuelas con cuadros muy variables de pa1~á.11s1s residual. 

El curso ae la 1nf"ecc1on puede ser alterado por varios 

'factores del huésped como son la 'fatiga, los traumas, 

inyecciones de medicamentos y vacunas, amigdalectomra, 

e1nbara.zo y la edad del paciente. Estos -factores inf'luyen 

en la f'recuenc1a y la gravedad de la pará11s1s (22, 23). 

cabe señalar que los enterov11'us (po11ov1rll:s> y los 

rotav1rus se replican más e-f1c1entemente en células epit.e-

liales de prima tes como las de riñón de mono, de amnios 

numano, en la línea celular HeLa obtenida de un carcinoma 
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cervical humano (24) y células tumorales . Hep 2c (26). 
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PLAMTl:AMll:MT<> lll:L PR<lBLl:MA. 

Estudiar 111 v.itro, si la 1n"fección de una línea 

celular por rotav1rus, puede 1nter:fer1r la lnf'ecclón y mu1-

t1p11cac1on ulterior de po11ov1rus. La demostración de este 

-fenómeno de lnter:ferenc!a viral podría explicar algunos 

casos de f'alla vacuna! (51 12, 25), tomando en cuenta que 

los rotavlrus son los pr1nc1pa1es agentes causales de ct!a-­

rrea en niños menores de 5 años. 

111P<>Tl:SIS 

El rotav1rus de simio SA-11 al ln'fectar cClulas cul­

tl.vadas .t.n v.itro será capaz de 1nhil:>1r la mu1t1p11ca­

c1ó11 del po11ov1rus t1po-1 vacunal. 



MATERIAL Y METODOS 

Material: 

Cultivos celulares: se utilizaron··· cult1yos celulares 

de la línea MA-104 (células m()no) 

ya que estas 

rotavil"'US corno de poliov1rus (<!6). :· :·_t\:'i.·-~ :.~;:- .--_ _.,; '::,-,;:·;_:' -'> 
'-:* - "'~~; ~,:'.~~~- --~·:: ;;:C,, -<::_~- ~'. ----

Rcact.ivos utilizados. 
-.--: .,_. 

._ :=->·' 

1) Medio mínimo esencial (MEM) . (26).-. 

2) Suero fetal bovino. 

3) Amortiguador d.e "fos"fatos-soluc!On. salina libre de 

ca1c10 y magnesio (PBS-}, pH 7.2. 

4) Amortiguador de "fosfatos-solución salina con calcio 

y magnesio (PES+), pH 7 .2 

5) Sol UCJ.ón de tr!ps1na-verseno: tr·ipsina 0.057., 

verseno 0.057.. 

6) · Sol uc1ón de 5000 U.I. pen1c111na/ml y sooo µg a.e 

sul'fato de dihidroestreptomic!na/ml. 

'f) Amortiguador de bicarl:>on.a to de sOd1o al 4-.4X adi-

cionado con C02 , pH 7 .3-7 .5. 

8) . Amortiguador de ácido N-2 llldrox1et11 piperazín N 2 

etanosul:fónico 1 sal sódica (HEPES) 1 M, PH 7.3. 

9) Amortiguador de cacodilato de sodio 0.1 M pH 7.2. 

10) Solución de Karri.Ovslty. 

11) tetróx1do de osmio al 1:1. en amortiguador de cacod1-

latos. 



12) oxido de propileno. 

13) EPON. 

14) Acetato de uranilo. 

15) c1 trato de plomo. 

IJot.ella.s de cultivo 

Bot.ellas de po11est.1reno de 25 cm2 de super:f1cie para 

cultivo de teJ1<1os. 

Placas de poliestireno de 96 pozos con fondo plano para 

c.ultJ.vo-de teJidos. 

Virus: 

Rotavirus de simio SA-11 (proporcionada por el Dr. 

Rom1lo . EspeJo I.I.B. UNAM). 

Poliovirus serotipo-1 cepa vacunal de Sabin (propor-

c1onada por el Dr. Julio de Mucha, del Inst.ituto de Vit"ol-

or.Ia). 

Virus Herpes simple tipo 1. 

· Ant.isueros: suero an't.1-SA-it producido en conejo: 

Se .inocularon 10 ug de vi.rus SA-11 purificados y 

emulsi'f1cados con adyu°vante completo de Freund en un volu-

men final de 1 ml y se inoculó al conejo por vía subcutánea 

e intramuscular. 9 días después se hizo un re-fuerzo con 10 

µ¡: de virus emuls.i'ficado con adyuvante incomplet.o en un 

volumen -final de 1 ml¡ a los 18 y 23 dias se dió ot.ro 

re'.fuerzo de la misma manera. se sangró al coneJO por la 

ve11a marginal y se comprobO el título del suero 

·. 



suc1~0 an t1po110 ·producitto- ·en , coneJo: 

se 1nocu1ó_,, a·:_ /~o-n~~Jo-~:; · ~on :·_.:::-·i:~-~-':liel~>- a.e células.· Vero 
--"" . /::_--:.::::;:_ ::.--· 

ini:ectadas s1n ~i1uir--. Coni'o. ·antige'ri'O¡ -·u:t.11iz'and.o 10 · ml d.e 

mezcla v1rus-adYu Van te· ~:-~->--;i-~t.:~::'.-.,,:-,i:g~aie~. pOr Vía intramus-

cula1"' ·en. ·q. 1 liquido de 

células por vía intravenosa, a los _7, 14, 21 y 30 días se 

inmunizó con 1 ml de líquido de Células ini:ectadas por vía 

intravenosa¡ en el . día 21 también se ad.ministró por vía 

intramrrscular 10 ml de la mezcla virus-adyuvante. En el día 

3~1 se re-J:orzó con o.5 ml ae antíseno por vía intravenosa¡ 

se obtuvieron muestras de sangre del coneJo y se comprobó 

el titulo del antisuero (Z.6)ª 

Mé1.odos. 

cultivos celulares: 

Como medio de creclmiento de las ce1u1as se utilizó 

medio dl.ploide MEM enriquecido con 10i( de suero fetal :t:>ovi-

no adicionado con bicarbonato ~e sodl.o gasificado a l!.4X¡ 

HEPES y 100 U.I. de Penic111na y 100 µg de estreptomicina. 

El mismo medio pero sin suero fetal bovino fue el mea10 a.e 

mantenimiento y- de in-feccion a.e las células. 
\ 

Titulación de los virus: 

Tanto el virus po110-1 como el rota virus SA-11 

'fuuron titulados por el ensayo a.e Dosis Infecciosas del 50X 



suero ant~pollo t · pr_oducido en coneJo: 

se ce1u1as ~·-Vero 

in :fectadas 

'a,. có.ne'Jo'S. -~on _. l~qÚ1do '.·de. 

sin . d'ii u:1r '.·: -:·~~m~· :- antígeno; utilizando 

mezcla virus-ad.y·-µ y~n t'e a pa1"'tes iguale.s por vía intramus-

cula1"' en 4 sitiOs di:ferentes¡ además 1 ml ele liqUidO ele 

ce1u1as por: vía intravenosa, a los 7, 14, 21 y 30 días se 

inmunizó con 1 ml ele líqUielO ele ce lulas 1n'fectadas por vía 

intravenosa¡ en el día 21 tambiCn se administró por via 

intramuscular 10 ml de la mezcla virtts-adyuvante. -En el día 

57 se ref'orzó con o.5 ml de antígeno por vra intravenosa¡ 

se obtuvieron muestras de sangre del conejo y se comprobó 

el título del ant1suero (G.6). 

Metodos. 

Cultivos celulares: 

como medio de crecimiento de las células se utilizó 

medio dlploide MEM enriquec1do con 10i( de suero :fetal :bovi-

no adicionado con bicarbonato qe sodio gasif'icado a 4.4Xi 

HEPES y 100 U.I. de Penicilina y 100 µg de estreptomicina. 

El mismo medio pero sin suero f'etal :bovino 'fue el medio_ a.e 

mantenimiento y de inf'ecc1ón de las ce1u1as. 
1 

Titulación de los Virus: 

Tanto el V ll"'US poll0-1 como el rotav1rus SA-11 

f'ueron titulados por el ensayo a.e Dosis Inf"ecc1osas d.el 50X 

O e 
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en Cult.ivos de_ TeJ11..tos (Dl_CT 50 }, y los trtulos Tueron 

lnt.erpretados- de 0, .acuerdo - al, metod.o ae Reect y _ Muench_ (25). 

- -'. 

-~:~ ~~i~~-¡¿-~~~--- ~-~:~·:;:.<)os· d'i·t·t1suerOs:· -e~-~'-~:¿·i-~:~c·6--~~·::· 
- Lo:~_-;:;· antisue·~~-~i ::~:~~{,f,¡.,{i~~'.~~-'~-c;:ri;:,: ~~;---:--J';~~~~~ ·"~~~·.::n:~ut.ri11-. 

zacion -__ ~~-6·; ~;~':~: mi"C~~~~~~:~'.is·-:; ~,~·~,.r-9:~--( . .-P~i'.~"S ~;~~ig.;:f'.~~~~~t~~?tt~~~-J:; ;jjpi 

Se realizaron los s1guien~es;R~é~~~~~t;~;ii[f t~,;~; · .. · ·. 
l. ETecto del tiern¡lo entre_ ·la:· \-'in-fección·.-;':.C:cin ·'.:i).r~t.:i virus. 

~- . ;: ;·-_ - . r~,. ",<)'·· . 

SA-it -Y-:!~ in-fección u1ter10r · cOn_:~~:-~-~~5t~~~~~:~·tJ--:~:~:~-~·; . .'1;· 

-' .. ·/- .. , -! ~e:__:,:~'~', -'.~;-~~--'. '~' '. ·--; 
-,. __ __:_'.'' 

Botellas de cultivo con -t"oói- de :_:-con'fluen-cla- --cé-1U.1ar 

obtenida después de .q.a h (cé1U1as. M_A:-104-)i se favaron 3 

veces con PBS, pH 7.3, posteriormente se inocularon con 

10 dosis que in-fectan al 50Y. de las células en cultivo {10 

DICTso/0.1 ml) de rotav1rus las cuales se incubaron a· 37° e 

dtt1 .. ante h para ·permitir la adsorción del virus y se 

lavar•on con PBS. Posteriormente a las 1, 2, 4, 8, 24 y 36 h 

los tnismos cultivos fueron retados con 100 DICTso/0.1 ml de 

poliovirus tipo 1 incubándose en las mismas condiciones. 

Todos los cultivos se cosecharon a las 72 h post-

inoculaciOn del virus SA-11 (células + MEM congelando y 

d.escongelando) y los v1rus obtenidos en cada botella se 

titularon por el ensayo cte DICTso ut111zando de testigos 

botellas infectadas con 102 DICT50 de poliov irus y otras 

inoculad.as con 10• DICTso de rota virus. LOS agentes 

v11~a1es presentes en las cosechas obtenidas 'fueron ldenti-

con los ant1sueros respectl vos, utilizando un 

-. .­
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en::;ayo de reducción de la ín-fect!vidad ·es ·decir _se. retaron 

diluciones seriadas de los v11 .. us obtenidos contra una do.sis 

constante de antisuero especí:fico1 en nuestro cas.o,- utili­

zamos 20 unidades neutralizan tes (U.N.)(26) de - suero , an·t.~­

SA-11 y 2 u.N. de suero ant1-po110. 1. 

Es importante señalar que se requirieron 2 unidades 

neu1..ra1izantes de anti-polio tipo 1 ya que si este anti­

suero se usaba en mayores cantidades era capaz de neutrali­

zar' tanto a las 50 DICTso de pol!ov!Pus-1 como a 50 DICTso 

de rot.a_y_1_rus1 por lo cual la cantidad antes mencionada neu­

tralizaba e-f1cazmente a los virus polio-1 pero no al SA-11. 

Los controles utilizados en los ensayos de reducción de 

la 1n:fect1v1dad son los sigu~ent.es: 2 u.N. de ant1-po110 1 

+ SO DICT50 de poliovirus 1; 2 U.N. de anti-polio + SO 

DlCTso de rota virus SA-11; 20 u.N. de anti SA-11 + 50 DICT50 

de rota virus SA-11 y 20 U.N. de anti SA-11 + 50 DICTso de 

POliOV ii .. us 1. 

•rodas los experimentos se realizaron por triplicado 

observando el tipo de ECP producido para cada tiempo de 

inf'ecc1on. 

11. Ei'.ecto de la cant.ida.d de los rot.avirus SA-11 ut.1-

lizada. sobre la infección con una dosis constant.e de 

poliov irus 1. 

Las lJotellas de cultivo con 1007. de con"fluencia celu­

lar obtenida después de 48 h 1 se lavaron 3 veces con PBS, 

pH 7 .31 posteriormente se inocularon con 1, 10· 

. .r' • 



104 y 10• DICTso /0.1 ml de rota virus, éstas se incubaron a 

3·r0 e 1 h para permitir la adsorción del virus¡, después de 2 

h las mismas botellas se retaron con 1,~2 :-::Drc_Tso-~_e. virus 
-

po110-1. h · post-1n:fecc1ón con-. ,_·--~~,3~~,,~~f-\~'.o~~i';:l,~~f~_:.'~-1ru·~-
produjeron se titularon por el·.· ei·is"a:yO·- ;;;_de·r·.'DICTso en 

A las 72. 

que se 
.... , -;-' ' ,<·/·. 

cada una de las cosechas ot>tenidas. se. ú·t.tiIZ~r.-c,n, :_-tos mis-
' <:.--e,.::--:. 

rnos controles que en el experirnerito - l. --

identi:ficados con sus ant1sueros especí:ficos mediante la 

prueba-de reducción de la in:fectividad utilizando 20 U.N. 

de suero anti-SA-11 y 2 \J.N. de suero anti-polio 1. 

teniendo como testigos los mencionados en el 1nc1so l. 

111. Efecto del tiempo y la cantidad del virus herpes 

simple tipo 1 sobre la in-fección ulterior con poliovirus 1. 

se realizaron experimentos control in-fectando células 

MA-104 a las 2, 5 y 24- h y con 1, 103 y 10"' DICTso de 

v !rus herpes simple tipo 1, previas a la inoculación de una 

dosis constante (102 DICTso ) de poliovirus tipo 1. 

Microscopía 

se preparar•on cultivos de teJl.dOS pa1"'a observar 

mediante microscopía electrónica el ensayo d.el efecto del 

tiempo entre la inf'ección con rotav11"'US SA-11 y la 1n-fec-

ción ulterior con poliovirus tipo para cada uno de los 

tiempos estudiados de la siguiente manera: 



1) se :fijaron las células, 2 ciclos. de .30 minutos cada 

uno. ·. 
2) Se lavaron 1 vez de 

sodio 0.1 11 pH 7.2. 

3) Se hizo una post-:r1Jaci6n-:: en "'~;t·et'r_;:,Xido·-> de·· osmio 
:., ... -

al 

1Y. en amortiguador de cacocti.ia tos. 

4) Se deshidrató en alcohol a 70 1 80 y 90:1. durante 15 

n1111 en cada concentración, y 3 veces en alcohol absoluto 

por 20 rnin cada vez. 

5)-~-uego se realizaron 2. lavados con óxido de propileno 

durante 30 m1n cada lavado. 

6) Se dejó una noche e~ una mezcla de prop!leno + EPON 

V/V, 

7) Posteriormente, se dejó en EPON toda la noche. 

8) La muestra se incluyó en EPON y se po11mer1zó a 

60 c. 

9) Posteriormente se cortaron las muestras y se tiñeron 

con acetato de uranilo al 51. + citrato de plomo al 1.2.5Y.. 

10¡ se realizaron las observaciones al m1c1 .. oscop10 

de transmisión Marca JEOL mod. 100 B. 



Rl:SULTAD4>S. 

E'fecto del tiempo entre· ia· irl'feCción~:,con·: r.otavirus 
; ·~· .• ·cO .- - <'-'• 

. l. 

SA-11 y la in'fección ulterior con,._ po110_V1-1~us' · t!P'o l. 

El tipo de ·efecto - c1 top& tiCúJ,:; -observado a - las 1 y 2 h 

que a las 4, 8 y 

zq. 11 se observó un ECP mezclado, es dec1r se observó daño 

ce1u1a1"-prociuc1do por ambos. virus. Por otro lado, el daño 

celular· encontrado a las 36 h :fue pr.inc1palmente por rota-

virus (tabla 1). 

La t1 tulac1on de las ·cosechas obtenidas mostraron que a 

las 1, 2, .q. y 6 11 los t.itulos alcanzados so11 semejantes al 

control de polio (10 6); sin embargo a las 24 y 36 h tos 

ti L u los máximos obtenidos son similares al testigo de rota-

Vll'US (10•) (tabla 2). 

Los ensayos ele rectucc1011 de la ini'ect1v1dad por el 

empleo de sueros anti-polio 1 y anti-rotavirus nos mostró 

que a las 1, 2, 4 y a h el virus con mayor replicación .'fue 

polio tipo 11 mientras que a la,!? 24 y 36 h el virus con 

meJor e'ficiencia de ffiultipl1cación 'fue el SA-11 (tabla 3). 

11. E'fecto de la cantidad de los rotavirus SA-11 uti-

li'Zada sobre la inf'ección con una dosis constan te de 

polJ.ov 11~us 1. 

Con respecto al tipo de ECP observado, cuando se u ti-



l 
¡ 
) 

l.izaron 105 DICT50 de rota v il"'US contra 

poI.iovirus, el daño celular :fue .mas ca:rac-i:.er-Isi.1co de 

SA-11¡ con 104. _y 103.· J)IC'l'5Q'de _. r_otaV11"'.'US 1 ·-las °CélUlas mos-
. . ,,_-,- . 

tr·aron un - e:fecto c1 topa tOgéllic·o mezclcict'ci/ Por :··-ü1t1mo, con 

11 ·10 Y 102 DICT. de SA-11 -las lesiones cel\llares :fU:e"ron 

más parecidas a las proctuc1daS , por '··-p~1-1·~·V1'f.\is~1 (tabla 4). 

La titulación de las cosechas a.e las_ in-:fecciones mixtas-

sefialadas ante1"'iormente mostró que con 105 t 10' DICT50 de 

SA-11 proa.ucen ·trtuios !guares a los obten1aos con los con-

tl"oles--nirectactos ünicamente con rotav1rus. Por otro lado 

se ooservó una d1sm1nuc1ón en el titulo con 103 y 102 DICT50 

de rotav1rus 1 sin embargo con las cosechas con 10! y 1 DICT50 

cte rota v 11 ... us. ros tít uros alcanzados fueron 1gua1es al con-

tl"Ol del virus pol10 (tabla 5). 

Con los sueros ant1-rotavirus SA-11 y anti-polio 1, los 

ensayos de reducción de Ja 1n:fect1v1dad sobre las cosechas 

menc.ionadas mostraron que con 105 y 10' DICT50 de virus 

SA-11· los rotav11"'US se replicaron con una mayor e:ficiencia, 

pol"' otro lado tas cosechas con 103 y 102 DICTso de rota vi-

rus, se observó multiplicación de ambos virus. Finalmente. 

cua11do se tuvieron 10 y DICT50 d.e rota viruz, al parecer 

ta descendencia viral pr-edom1nante :fue po11ovi1""US (tabla 

15). 

III. Efecto del tiempo y la cantidad del virµs herpes 

simple tipo 1 sobre la in:fección ulterior con poliovirus 1. 

El tipo de E.C.P. observado a las 2, 6 y 24 n con 

\ : 

·. 



v .trus herpes a la in:fección tipo 

!, :fue caracte1"íst1co del 

celular se observó con !o" y 

observó E.C.P. por el virus· polio 

de virus herpes (tabla 7 y 6). 

M!croscopía electrónica. 

El estudio por microscopía electi-ónfca- ctet -e'fecto d.el. 

t1empo·-entre la infección con rotavirus 'SA-11 y· la 1nfec-

c1on ulterior con po11ov1rus tipo 1, mostró la presencia de 

pa1't.icu1as virales de rotavirus a las 8 y 24 h y las pre-

parac1ones control inoculadas con el SA-11, (fotos 1-5) sin 

embargo ésto no se observó en las preparaciones de 1 y 2 

h (:fotos 6 y 7). 

En cuanto al virus pollo en las preparaciones control 

(-fotos 8 y 9) se pudo apreciar la acumulación de acregados 

(v iroplasmas) y el desarrollo de cuerpos rodeados por una 

n1embrana en los cuales pensamos se encuentran las 

pal"tículas v11"ales 1 estos resultados concuerdan con. 10 

reportado por Dales y cols. {27).. A las 1, 2, 4 y 8 h se 

ob:;ervaron agregados serr,ejantes a los viroplasmas y los 

cuerpos con membrana (fotos 1, 2, 3, 6 y 7). 

En la fotogra:fía 10 se muest1'a11 células sin infectar. 

:,:. 



'.l.'ABLA 1 
·r1Po DE EFECTO CITOPA'.l.'ICO OBSERVADO, DE ACUERDO AL 
'l'IEMPO EN'rRE LA INF'ECCION CON llOTAVIRUS SA-11 Y LA 

INFECCION ULTERIOR CON POLIOVIRUS TIPO 1.• 

'1'1empo de in 'feccion 
entre rotavirus y 
poliovirus-1 (horas) 

1 
2 
lj. 

8 
i!IJ. 
36 

TIJ,>O DE EFECTO CI'.l.'OPATICO 
Polio-! Mezcla el.o SA-11 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 

1Celulas MA-104 in'fectadas con 100 DICT5o/0.1 ml de 
pollovirus 1 y 100 DIC'l150/0.1 rol d.c rotavirus SA-11. 'l'rcs 
erisayos por triplicado. 

·. 



TABLA 2 
~'I'l'ULACIOH POR DIC~'50 DE LAS COSECHAS OBTENIDAS DE ACUERDO 

AL TIEMPO ENTRE LA IHFECCIOH COH ROTAVIRUS SA-11 Y LA 
IHFECCIOH ULTERIOR COH POLIOVIRUS-1• 

'fiempo de in'feccion 
entre rotavirus y 
poliovrrus (horas) 

1 
2 
4 
6 

24 
36 

•.r1 tulo de las cosechas 
(DICT50/0.l ml) 

105 
105 
105 
105 
104 
104 

Controles: polio-1 106 DIC'l.1 50¡0.1 ml 
SA-11 104 DICT50/0.1 ml 

•Promedio de 3 ensayos por triplicado 

,-'• 

.-.... 
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TABLA 3 
ENSAYOS DE REDUCCION DE LA IHl"ECTIVIDAD EMPLEANDO 

SUEROS ANTIPOLIO 1 O ANTI SA-lt SOBRE l.AS COSECHAS ODTF:NI­
DAS DE ACUERDO AL 'l'lEHPO EN'rRE LA IN~'ECCION CON llO'.PAVI­

IWS Y LA INFECCION ULTERIOR CON POLIOVIRUS 1W 

SUEROS: 
Anti SA-11 Antipolio 1 

(DICT50/0.l ml) (DICT50/0.l ml) 

'l'iempo d.c in:feccion 
cn~re rotavirus y 
po11ovirus (horas) 

l 
2 
4 
8 

24 
36 

controles: 

2 X 10 
2 X 10 
2 X 10 
2 X 102 
2 X 103 
2 X 10'1 

2 X 104 
2 X 105 
2 X 106 
2 X 105 
2 X 10 
2 X 10 

2 U.N. Anti.polio-1 + 50 DICT50 SA-11 = z+ 
2 U.H. Antipolio-1 + 50 DICT50 Polio-1 = Negativo 
20 U.H. Ant.1-SA-11 + 50 DICT50 Polio-1 : 4+ 

·20 U.H. Anti-SA-11 + 50 DICT50 SA-11 = Negativo 
Virus Polio-1 = 106DICT50/0.1 ml 
Virus SA-11= lo4DICT50/0.1 ml 

•Proméd.io de 3.ensayos por triplicado 

'' 



TADLA 4 
EFEC'l'O Cl'l'OPA'fICO OBSERVADO SEGUN LA CANTIDAD DE VIRUS 

SA-11 UTILIZADA VS. 100 DICT50 DE VIRUS POLI0-1" 

Cantidad de SA-11 
(DrC:T50/o.1 mll 

105 
10'1 
103 
102: 
10 
1 

T.1po <le E:fecto C1topat1CO 
Pol!o-1 Mezclado SA-11 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

•Celulas MA-104. Tres ensayos por triplicado. 

.. , 

'·· 



'.!'AULA 5 
TITULACION DE LAS Dll"EREN'l'ES COSECHAS SEGUN LA 
CAN'.l'IDAD DE VIRUS SA-U VS 100 DICT50 DE VIRUS 

POLI0-1 • 

Can l1<1a<1 <1C SA-11 
(DICT50 /0.1 ml) 

105 
104 
103 
102 

··-io 
I .. 

controles: 
Polio-1 
SA-U 

TÍt.ulo 
(DICT50/0.1 ml) 

104 
to4 
105 
105 
106 
106 

106 
104 

•Promedio <1e 3 ensayos por tr i.plicado. 



TABL.A 6 
ENSAYOS DE REDUCCION DE LA INFECTIVIDAD POR EL EMPLEO 
DE SUEROS ANTIPOLIO 1 y AH'rr SA-11 SOBRE LAS COSECHAS 
DE INFECCIONES MIXTAS CON DIFEREH'rES DICT50 DE ROTAVI-

RUS Y 100 DICT50 DE POLIO !•. 

cant.1.dad de SA-11 
(DICT5o/0.1 ml) 

105 
10'1-
103 
102 
10 
1 

Controles: 

Antipolio 1 
(DIC'r50/0.! ml) 

2 X 1oii. 
2' X 10'1-
2 X 10'1-
2 X 103 
2 X 103 
2 X 103 

SUEROS 
Anti SA-11 

(DIC'r50/0.1 ml) 

negativo 
2 X 103 
2 X 105 
2 X 105 
2 X 106 
2 X 106 

2 U.H. AntipOlio 1 + 50 DICT50 Polio-1 = Hegat.ivo 
?. u.N. Ant1P011.0 1 + 50 DICT50 SA-11 :: z+ 
20 U.H. Anti SA-11 + 50 DICT50 SA-11 = Negativo 
20 U.N. Anti SA-11 + 50 DICT50 Polio-! = q. + 
Polio-1 = 106DIC'l'50/0.! ml 
SA-11 = 10'1-DICT5010.1 ml 

xPromcd.io de 3 ensayos por triplicado. 

... 

.-
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TABLA 7 
lHFLUEHCIA DEL TIEMPO DE IHOCULACIOH PREVIA COH VIRUS 

HERPES SIMPLE 1 SOBRE LA IHFECCIOH ULTERIOR COH LA 
CEPA VACUHAL DE VIRUS POLIO TIPO 1. EFECTO CITOPATICO 

OBSERVADO• 

•rJ.empo de 1n:feccion 
entre virus nerpes y 
poliov irus (b.oras) 

T.1po de EYect.o Citopatico 
Herpes-1 Pol.1.o-1 

+ 
+ 
+ 

•Ce1u1as MA-104 ini'ecta<las con 100 DICT50 /o.1 ml <le 
virus herpes 1 y con 100 DICT5010.1 ml de poliovirus 1. 
Tres ensayos. 

TABLA 8. 
EFECTO CITOPATICO OBSERVADO SEGUN LA CAHTlDAD DE VIRUS 

HERPES-1 UTILIZADO VS. 100 DICT50 DE VIRUS POLI0-1• 

Cantidad de Herpes-1 
(DICT50/0.1 ml) 

104 
103 
1 

Tipo de E'fecto Citopatico. 
Herpes-1 Polio-1 

+ 
+ 

+ 

•Ce1u1as HA-104. Tres ensayos. 

:..1 ·, ... ' 
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VISCVSION. 

De:bido a 

como una de 

que se ha implicado a la 

las posibles causas de la 

!nter•:ferencia viral 

falla de la ·vacuna 

con virus vivos atenuados de po11om1elitis y a que los 

l"otav1J•us son uno d.e los agentes 1n:fecc1osos a nivel 1ntes­

t1na1 más :frecuentes en. los niños menores de 5 años, dec1-

d1mos estudiar la posible 1nter:ferencia del rotav1rus SA-11 

sobl"e er- ºpo11ov1rus vacunal tipo 1, analizando la !n"fl\ten­

c1a del tiempo y . la concentración v1ra1 entre la 1nf'ecclón 

con el rota virus y la 

En nu·estro estudio 

in:fecc1ón 

por el 

ulterior con 

Upo de E.C.P. 

pol1ovirtts. 

observado, los 

·titu1os de los ensayos de reducc1on de la 1n'fect1v1dad y la 

obser•vac1on de ce1 ulaz ln"fect.adas mediante m1c1 .. oscopia 

electrónica, se demostró que en 

in'fecc1ón con aml:>os virus (menor 

replicó 'fue el polio contrastando 

tiempos 

a 8 h) 

con la 

cortos entre 

el virus que 

repl1cac1ón 

la 

se 

del 

rotavir•us en 10$ tiempos largos de la 1n'fecc1ón (2'! y 35 

h}. Sin embargo se obtuvo replicación de aml:>os virus en 

tiempos intermedios ce h}. 

La explicación de estos resultados pudiera ser: 

a} Que los ciclos de rep11cac1on del poliovirus son mas 

cortos que los del rotavlrus, Dales y cols. (27} al estu­

diar por microscopía electrónica células HeLa 1n'fectadas 

con poliovirus 11 encontraron que entre 5 y 6 h es posible 

obse1"Var cristales de v1r1ones maau1"os. Por otro lado, Kolb 

y Altenburg (19 1 2.1} · ol:>servaron que al 1n'fectar células de 

·. 

j;. 

.·,_. 

·; .. 
·,, 

, •. ·, 



r1ñon de mono MA-104. con rota virus SA-11 éste mostraba un 

periodo de eclipse de 4 11. y era posible observar las 

partículas virales hasta e h postlnoculación y la excreción 

viral máxima . ocu"rría entre las 18 y·· 24 h. 

• b) Que el poliovirus tiene la capacidad de inhibir la 

si11.tes1s a.e proteínas de la célula 11.Uéspea. asr como la a.e 

otros v_1rus, tá.l 

vesicular (VSV). 

poliov~s (30). 

es el caso del virus 

cuando son inoculados 

Esta inhibición se ctebe 

de la estomatitis 

previamente al 

a que no se per-

n11te la--fOrmación del complejo ribosomal y por lo tanto no 

se lleva a cabo la traducción de los ARNs mensajeros tanto 

de la célula huésped como la de otros virus di-ferentes al 

del propio poliov1rus. 

Todo lo anterior sugiere que el rotav1rus SA-11 no es 

capaz de interf"erir con la replicación del po11ov1rus 1. y 

solamente en períodos largos de in"fección cuando la repli-

cac1ón del rotavirus se ha completado, el poliovirus es 

incapaz a.e multiplicarse. 

·En cuanto a la cantidad del rotavirus SA-11 utilizada, 

sobre una dosis constante de poliovirus, todos nuestros 

ensayos mostraron que. los rotavirus 'fueron los únicos virus 

l"'ep11cados al 1n·.fectar las células con a.os1s 10 veces ma-

yores a las del poliovirus (105 DICT50 contra 102 DICT50 )¡ 

C\tando la cantidad de los rotavit"'us :fue 102 veces mayor, se 

o.bse1"'Vó la replicación de ambos agentes, y a partir de una 

a.osis 10 veces mayor o incluso en a.esventaJa, el rotavlrus 

no se pudo replicar. Estos resultados pueden explicarse de 

acuerdo. a las razones anteriormente expuestas. 

·. 

... 
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Los titulos de las cosec11as en los ensayos de redttcción 

de la 1n:fect.iv1dad con 10 y 102 DICTso (t.abla 6), mostraron 

solo una disminución de 106 a .103 al utilizar suero antipo­

lio 1, lo que no corresponde a lo esperado c102 -10 )¡ 

debido a que la can t!da<l. de suero no fue la óptima, por que 

el suero anti.polio también contenia anticuerpos ant.irotavi-

rus (39), solo la . concentración de z. U.N. del antipolio 

neu tra11zaba el e:fecto producido por el polio 1 y no el 

erecto del rota v11 .. us SA-11. 

Los--experimentos control al infectar c~lulas MA-104 con 

virus 11.erpes simple tipo 1, previo a la in:fección con 

poliov1rus 1, mostraron un E.C.P. caracterrstico del primer 

virus, en todos los tiempos y· con 2 ae las ca11tidades de 

virus herpes empleada, esto indica que el virus herpes se 

puede replicar cuando es inoculado antes del poliovirus. 

Solamente con dosis in:fectantes muy baJas del virus herpes, 

el polio 1 :fue capaz de multiplicarse. Estos resultados 

demuestran que el comportamiento observado con el binomio 

rotavirus/po11ov1rus es característico de ambos ya que es 

dl:ferente al comportamiento entre el binomio virus 

11erpes /po11ov1rus. 

El virus herpes probablemente pudo replicarse e inter-

'ferir al poliov !rus por que el primero también tiene la 

capacidad de inhl.J:>ir la srntesis proteica de la célula 

11uéspe<1. y d1r1gl.r la maquinaria metabólica celular a la 

s.int.esis cte sus propios component.es en el proceso de rep11-

cación. 

En . conclusión en este modelo JJJ · V 1tJ~o no hubo 

. '· .'. 

·.· '. 
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inter:ferencia del rotavirus sobre el polioviru-s. Por ot.ro 

lado la d1sm1n ución o ausencia de mult.iplicación de 

po11ov1rus .con 1nóculos previos muy alt.os d.e rotavirus .o 

aespues a.e 1nterva1os prolongados de los a vi.rus, se debe a 

las condiciones exper1ment.ales extremas y no a una 1.nter- _ 

:fer•enc1a. 

Estos resultados 111 v1tro no descartan la conve-

n1enc1a de llevar a cabo estudios de 1nter:ferenc1a de 

rot.a virus sobre poliovirus en modelos .111 v 1vo, debido· a . 

las di~erencias que inevitablemente existen en estos dos 

sistemas. .,..,.,._., 
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