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INTRODUCCION

La_ poliomielitis nha sido una de las enfermedades
virales mas temidas por la humanidad, sobre todo por Ia'.s‘
secuelas de paralisis y deformidades gque produce, A fines
del decenio de los cuarenta la Fundacién Nacional Americana
.para ia paralisis infantil, recaudé fondos para sostener
una ampllia investigaclén en un intento de desarroliar una
vacuna antl-pelio, La vacuna inactivada con formol, de
Salk, "fue la primera en obtener licencia en 1954 y fue
adoptada en Estados Unidos de Norteamérica, Europa ¥y Aus-
tralia, mientras tanto la vacuna viva atenuada oral de
Sabin fue acogida 'en la UR,SS. ¥ Europa Oriental en donde
demostré tener tanto é&xito que €1 munde entero, excepto
algunos paises egcandlnavos, utiiiza en la actualidad 1la
vacuna de Sabin (1)

Desde gque se indcilaron las campafnas de vacunacldn anti-
poliomielitica se observd un 1imporiante descenso en los
casos de poliomlelitlis, en especial en los palises desarro--
" llades, sin embarge en paises del tercer mundo la ocurren-
cia de esta enfermedad ne ha disminuido en forma similar,
.En  México se reportéron 710 casos en 1975-77, cifra que
disminuyd a 180 casos en  1963-85, en contraparte Estados
Unidos y Canadi presentaron conjuntamente una disminucidn
de 20 a B8 casos de poliomielitis en el misme periodo (2, 3,
4).

A pesar de la disminucién de los casos de poliomielitis

en .todo el mundo, no Se ha erradicado totalmente esta




enfermedad atribuyéndose a diverses factores como . son:

1} Inactivaclén de la vacuna por defectos en la cadena  fri-

gorifica, 2) Campafas de vacunacidn inadecuadas y 3} Inter-

ferencia viral (5, 6. . o

El fensmeno de interferencia viral se conoce desde hace |

tlempo Yy puede definirse como  un estadoe inducido por un
vlrus‘ interferente y se
cElulas o tejidos a una infeccidn por un segundoe virus (7).
Bsta interferencila se nha observado en diferentes virus
(B, 9)‘,"'_:&{11 es el caso del wvirus vacunal de la polio, Yya

gue &ste puede sufrir de auto Iinterferencia en la mezcla

trivalente en donde con igunal namero de daosis infeciantes, .

“

se hizo evidente que el serotipo m&s afectado era el
polic-3, sepuido del poliovirus~li y el menos afectado era
el serotipo 2; en la actunalidad se han legrado optimizar
las cantidades de cada virus para reducir el efecto de
autointerferencia (10, 11, 12} Por otro lado, existen
reportes de que otros enterovirus como adenovirus tipo-i.
coxXsacklie BS y ECHO 20 puéden 1n§.erfer1r con la respuesia
de ‘la ‘vacunacisn anti-ponomieliltica {11). En un estudio
‘realizado en Chile tamblén se observd el fenomene inverso,
es decir se ha utllizado masivamente la vacuna antipollc--
'mxeliucd Para la prevencién de qilarreas de etiologia
viral, lograndose una reduccién de hasta un 157 de

las
tasas de mortalidad (11}

También existen evidenclias de due otros agentes como

callcivirus, astrovirus, minirotavirus ¥y el agente norwalk

s5on capaces de multiplicarse en & mucosa intestinzl humana“

caracteriza por resistencia de-



vy producir gastroenteritis (14, 15, 16, 17). -
Se ha estimado que anualmente ocurren. dé 744 a 1000

millones de casoes ae dlarreaé en’ Asla, Africa . e . Ibe-

roamérica; de &stos, 4.6 millones de muertes suceden en

niios menores de 5 afos Y en este grupo etario los princi-
rales agentes causales de gastroenteritis aguda son 1los
.rotavirus (17).

Generalidades de 1los HRotavirus.

Los rotavirus humanos pertienecen a la familia Reovi-
ridae,_y se clasifican por pruebas de neutralizacisén en #4
serotlpos, La particula completa mide aproximadamente 70 nm
de diametro, tliene una capside de doble capa que enclerra
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 morfogéenesis de -rotavirus humanos ¥ animales es
muy semejante en cultives celulares. Su réplica, se inicla
con la entrada de los viriones a las cé&lulas por endocito-
sis, posteriormente dentro de 1los 1lisosomas los viriones
" .pilerden su cubierta, liberandose particulas subvirales de

50 nm; & hr post-infeccidn se _observan inclusiones de mate-

rial granular dense (viroplasmas) que representan proteinas

nuevas ¥ ARN vibtal precursor acumulade en el citoplasma,
despucs se empaca el ARH ¥ s¢ ensamblan las proteinas
virales de la capside, estas particulas dejan el viroplasma
por gemacién en donde adquieren su envoltura, para después
rerderia al moverse hacla €l interior de las clsternas de
reticulo endoplésmico. ya que la envoltura no es necesarla

para la 1ihfectividad (18).




El rotavirus de los humanos es dliicn de_culuvar i'n'-_

viiro, sin embargo el rotavirus. de slmio “SA- 11 ha-'smo g

‘multiplicade en varios cultivos primarj.os y"

lares (19, 20, 21) y manifiesta . uh efecto

: 'citopatico S

(E.C.P.) que. seé caracteriza  pom acumulaclon de mater'lal

granuiar en el citoplasma, redondeamiento. y aumento d.el' T

volumeh celular, agrupamiento de Cclulas ln—fectadas b'd mayorrr‘
adhnerencia a la superficie de contacto—(ig,ao,ai)._ Cabe
mencionar que: el SA-11 presenta reacélén cruzada c<on el
serotiyd” 3 de rotavirus numano (18). |

Los danos <elulares que provocan los rotavirus en biop-

, ]
s1a de mucosa yeyunal de niiios ‘¢con gastroenteritis,
1ncluyen atrofia y acortamiento de las vellosidades, infil-
traclén de la lamina propia con cé&lulas mononucleares, dis-
tens16n de las cisternas del reticulo endoplasmico, aumento
mitocondrial Y espaciamiento irregular de las microvellosi-
dades. Ademis se ha demostrado que en la diarrea inducida
ernperimentaimente en cerdos, se dana el sistema de trans-
porie de sodio acoplade a glucosa, disminuye la actividad
de ia sacarasa pero la actividad de 1a +timidin gquinasa
aumenta; sin embargo, la adenilato ciclasa y el - AMP ciclico
no son estimulados. Por otro lado, existen datos dque €n
algunos ‘_pacientes se afecta la absorcion de D-Xilosa ¥ en"
general disminuyen los nilveles de dlisacaridasas como la
- maltasa sacarasa Yy lactasa (18).
Generalidades de 1os Poliovirus.
Los poliovirus +tienen un ciclo de replicacién méas

rapide gue 1los rotavirus, vya gque las c¢é&lulas en cultivo




presentan c¢ambios morfoiégicos ‘:-""a las. 3 Y 4 . n post-

infeccion, entre 1los que destaca___

"‘pe.rd.:.da de la____crfomats.na_

,en_el nﬁcleb. desplazamlento nuclear y
membiana, aparicisn - de’ __ma.sas-:_ c:.toplasmicas ‘eosinofilas,
V.aument.'o en la vacuol].zacia‘n.' redondeamlento y aumento de
_'\f{_)lumeh.--mayor refringencia vy lisis  celular (22).

'Loé peoliovirus pertenecen:- a la famillia Picornaviridae,
.son particulas de 30 nm, compuestas de un genoma de acido
" ribonuciéico (ARN) de cadena sencllla y estia cublerte por
una c¢apside con simetria icosanédrica. La reéplica del virus
se inlicia con la adherencia a 1los receptores lipoprotéicos
de la célula huésped. Dentro de 1l1la c¢elula, la capside se
eselnde liberandose €1 ARN monofilamentoso que sirve como
melécula de ARN mensajero para la sintesis de la ARHN-
replicasa, en este punto se desarolla el intermediario
replicador de ARN gque sirve para la sintesis de nuevas
moléculas de acido nucléico viral., Simultianeamente a este
proceso se lleva a c¢abo la sintesis de las proteinas de 1la
cipslde gue sera la envoltura del &Acido nucléico viral,
todo§ estos eventos ocurren en la matiriz clioplasmica.

La patogenesis del virus . polio, 5¢ inicia con 1la
ingestisn de los virus y su multiplicacién primaria en las
mucosas orofaringea e intestinal; sin embargo, no se sabe
sl el virus se multiplica en las c¢élulas epiteliales o lin-
- foides 'del tubo digestivo, pero nhay evidencla de gue las
amigdalas ¥ las placas de Peyer del ileon son invadidas

rapidamente. De  estos focos Primarios 1los virus pasan a los

ganglios linfaticos, posteriormente a la sangre para ifinal-



mente dirigirse a otros 'te,rj'irduc;sx_-_'.sgl"x:_siblrtefs;_';.:F:oifn.d la.‘._'grasa y
parda; en la mayoria d’él_laé 1nfeccionesnaturales inlc_:lus..o.
en 1individuos no inmunizados soloseproduce una .\..f'_i.:fe'iﬁi'a_
iransitoria ya que. sélo el 2 % de 1as infecciones ocasionah
el sindrome clinico paralitico, al invadir 1los virus el
sistema nervioso central (23). _.

El-proceso de la enfermedad paralizante se lﬁicia con
urna enfermedad leve asoglada a la viremia caracterizada por
problemas respiratorios ¢ gastrointestinales, .posterlor‘—
mente'u_e__i a 3 dias o0 a wveces sln ningan wntervale se pre-—
senta la enfermedad »rincipal caracterizada por cefalea,
flebre, Irigidez muscular ¥y bparalisls asociada a destruccelan
celular en el sistema nervioso central, como sucede en las
astas anteriores de la médula espinal (peliomielitls espi-
nal), tronce cerehral (poliomielitis Dbulbar) y la corteza
motora (poliomielitils encefaliga)., La poliomielitis bulbar
es a menudo mortal al provocar insuficiencla respiratoria o
cardiaca, mlentras dque las otras formas bpueden deJa:r
secuelas con cuadros muy variables de parialisis residual,

.El curse de la 1infecclon puede ser alterado por varios
factores del huésped como son la fatiga, los traumas,
inyecciones de medicamentos Yy vacunas, amigdalectomia,
embarazo y la edad del paciente. Estos <factores influyen
en la frecuengia y la gravedad de la paralisis (22, 23).

Cabe sefialar gque 105 enterovirus (poliovirus) ¥ los
rotavirus se replican mas eficientemente en células epite-
liales de primates como las de rifnon de mono, de amnios

humano, en la linea celular HeLa obtenida de un carcinoma




cervical humano (24) y. ;élﬁla}; ___t_qmo'r*;:ne_.'s _Hep  2¢ :(_26)'..




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. ' g

Estudiar din wvitre, si 1la 1infecciéon de una linea
cetular por rotavirus, puede interferir la infeccidn y mul-
tiplicac¢isn ulterior de poliovirus, La demostracison de este
fendmene de interferencla viral podria explicar algunos
casos de falla wvacunal (5, 128, 25), tomando en cuenta dgue
los rotyvirus son 1os principales agentes causales de dia--

rrea en niios menores de 5 anos.

HIPOTES!S

El rotavirus de simio SA-11 al 1infectar ceélulas cul-
tivadas in vitro sera capaz de inhibir 1la multiplica-

cién del poliovirus tipo-1 vacunal,




MATERIAL Y METODOS

Material:

cultivos celulares: Se ‘celulares -
de 1a linea MA-104 (células epitelial
Yya gue estas cé&lulas son susc_:eﬁii]:iié;

rotavirus como de Poliovirus . (26

tedcrivos utilizados.

1) Medic minimeo esencielll_.-‘(ME-ﬁ)_'

2) Suero fetal bovino. o .

3) Amortiguador de fosfatos-—'sb__l.ucisn sauna llbr\-ede
calcio y magnesio (PBS-), PH T.2. . : e .

4) Amortiguador de fosfatos-solucisn salina  con’ caicio
Yy magnesio (PBS+), PH 7.2 ' o

5) Solucion de tripsina-verseno: trip‘sina '0.052._
versenc 0.05%,

6} Solucidn de 5000 UI. penicilina/ml y S000 pg de_-
sulfa;c.o de dihidroeestreptomicina/ml. |

7) Amortiguador de Dblcarbonato de sSédio al 4,47 adi-
cionado con GOz , pH' T.3-7.5, _ -

8) . Amortiguador de acido N-2 nidroxietil piperazin N _a
etanosulfénico, sal sédica (HEPES) 1 M, PpH T.3.

9) Amortiguador de cacodilate de sodie 04 M pH 7.2,

10) Solucién de Xarnovsky.

11) tetraéxido de osmio al 1% en amortiguador de cacodi-

latos.




12) Oxide de propileno.
13) EPON,
14) Acetato de uranilo,

15)' Citrato de plomo.

Botellas de cultivo

Bot.ellas de p_o]iestlreno de 25 cm? de superficie para
cultivo de tejiitdos.

" Placas d¢ poliestireno de 96 poezos con fondo plane para
cuitivo——de -tejidos.

Virus:

Rotavirus de simio SA-ii {proporcionada por el Dr.
Romilo Espejo LI.B. UNAM).

Poliovirus serotiveo-1 cepa vacunal de Sabin (propor-
~cionada por el Dr. Julio de Mucha, dgl Instituto de Virol-
ogia) 7

Virus Herpes simple tipo 1.

"Antisueros: Suero aniti-SA-if producido en conejo:
Se i1nocularon 10 pg de virus $SA-i1 purificados Y

emulsificados con adyu'vante completo de Freund en un volu-

men final de { ml y se 1inoculd al conejo per via subcutinea

e intramuscular. 9 dias despugs s hizo un refuerzo con 10
‘Mg de virus emulsificado con adyuvante incompleto en un
volumen <inal de {1 ml; a3 los 18 y 23 dias se dié otro
refuerzo de la misma manera. Se sangrd al conejo por la

vena marginal y se comprobd el titulo del suero



Sucro an;ipo-llo, __: l"'-'l‘l.r'ddt_x_ci‘ddr ‘en :_,; CQﬁh-éJo:- .
'se inoculs o e e Vero

1nfectadas

_;culap ‘en. 4 ae‘liqumo de

clula.,‘ por' via @ntravenosa..:m-los 'T. 111-. ‘21 1;.'30 dias se
'inmq.n_]._Zo con 1_m1 de 1:.qu1do de Celulas infectadas por via
J.ntrave‘nc.u.s-a"; en el -dia_ 21 también se _administré por via
'1'n£'1‘a.mu‘_s._c:}11a.r' 10.'m1 de la mezcla virus-adyuvante. En el dia
37 se reforzé con 0.5 ml de antigeno por via intravenosa;
se obtuvieron muestras de sangre del conejo Yy se Comprobd

el t:.t.ulo del antisuero (24},

M&étodos.

Cultivos celulares:
Como medio de c¢recimiento de las c¢élulas se utilizé
medi'o diploide MEM enriquecido con 104 de suero fetal bovi-
no adicionado <¢on bicarbonato de sodlo gasificado a 4.4%;
BEPES y 100 U.I. de penicilina y 100 pg de estreptomicina.
El mismo medio pero sin suero fetal hovine fue el m.edj.o. dae

mantenimiento y de infeccién de las cé&lulas.
t

Titulacidon de 108 virus:
Tanto el virus rollio-1 como el rotavirus SA-11

fueron titulados por el ensayoe de Dosls Infecclosas del 507



Suero antipolm R bnoducido Cen-: 'cdn'e.'jo:

_Be.: h.qu.tdo f de cElulas

1nfectadas ' sln giluir. como_- antz.geno. utlllzando ;io_ :

ezcla vir'us adyuvante a” partes 1gua1es :por vIa :Lntramus
-_"cular en 1-1- sitios dlferentes' ademas _1'_m1 cle liquido d.e---'

'Celulas por via’ J.ntr'avenosa. a los 'T. 14, 21 'Y 30 d;as se

_1nmun:.__zq_,con_ 1 ml de liquido de cé&lulas 1nfectad.as por via

intravenosa; en . el dia a1 tamblcn se adr_ninistro. por via -

_intramuscular 10 ml de la mezcla virus-adyuvante, En ‘el ‘dia -

37 se reforzdé c¢on 0.5 ml de antigeno por via intravenosa;

se obtuvieron muestras de sangre del conejo ¥y se comprébé

el titula del antisuero {£6),

Metodos.

Cultivos celulares:

Como medio de crecimiento de las c&lulas se ‘utilizs

medilo diploide HEM enriquecido con {04 de suero fetal bovi-
no adicionado con bkicarbonate de sodlo gasificado a 4.4Y%;
HEPES y 100 U.I. de penicilina y 100 pg de estreptomiclna.
El mismo medio Pero sin suero fetal bovino fue el medlo_- dae

mantenimiento y de 1infeccion lde las células,

Titulacion de ios virus:
Tanto el virus Polio-1 como el rotavirus SA-11

fueron titulados por el ensayo de Dosils Infecclosas del 504




“en © Cultivos..de. [ Tejidos (DIGTsp), ¥ 10s  titulos fueron

" interpretados  de acuerdo: al. método de Reed. y  Muench (26)

:Se ‘realizaron . los | siguient

1. Efecto del tléml:of"érit_l‘.i'e_.

CSA-M Y Tla infeccian uitexfi.'ci‘r'-"- c
Botellas ‘de cultivo con _ T e ."""”bélﬁia.'r_'--"f
obtenida después de 48 h . (célulasMA—lOl-l—), “'S.e' 1lavaron 3
-veces con PBS, pH T.E.’;.. post'érriﬁ.r‘.fngnte"sé. rinc.tcularon con.
10 dosis gque i1nfectan al 504 de rla..‘s. células en culilvo {10
DICTsp/0.4 ml) de rotavirus las cu.ales se¢ incubaron a 37° C
durante 1 h para permitir 1a adsorc¢isn del virus Yy se
lavaroen con PBS. Posteriormente a las 1, 2, 4 8, 24 Yy 36 h
los mismos cultivos fueron retades con 100 DICTsg /0.1 ml de
pollo-vir'us tipo 1 incubiandose en las mismas condiciones,
Todos 1os cultives se c¢osecharen a las 72 h  post-
inoculacién del virus SA-11 {(células + MEM congelando Yy
'descongelando) ¥y los wvirus obtenidos en cada botella se
titularon por el ensayo de DICTso utilizando de testigos
- bolellas infectadas con 102 DICTsp de poliovirus y otras
inoculadas con 102 DICTss de rotavirus. Los agentes
virales presentes en las cosechas obtenidas fueron identi-

ficados con los antisueros respectivos, utilizando un




ensayo de reduccisn de la -infectividad  es "decir. se retaron

diluciones seriadas de los virus obtenlidos c¢ontra ‘una ' dosis

constante de antisuero especifico, . en 'ni.les'-‘_t.__r'lq'l_';:n_:ﬁ.a..s::o.-l\-if.'i_.i‘i- “
zamos 20 unidades neutralizantes (U.ﬁ.)(aé)":.f‘d.éZ":‘éﬁe_r_;d'f.:_aﬁ'tl"-...'
SA-11 ¥ 2 UN., de suero anti-polio 1.° :

Es 1mportante seialar que se requlirieron 2 unlidades
neutrai:.zantes de anti-polio tipo 1 yYa gue si este anti-
suero se usaba en mayores cantidades era capaz de neutrali-
zar tanto a las 50 DICTsgde poliovirus-l como a 50 DICTgp
de rotavirus, por lo cual la <antidad antes mencionada neu-
iralizaba eficazmente a 1os virus polio-1 pero no al SA-11,

Los controles utllizados en los ensayos de reduccién de
l1a 1nfe<;.t1v1d.ad son  los siguientes: 2 U.N. de anti-polio 1
+ 50 DICTsgde policovirus 15 2 UN., de anti-polic 1 + 50O
DICTsg de rotavirus SAa-11; 20 UN. de anti SA-11 + 50 DICTgg
de rotavirus SA-11 y 20 UN. de anti SA-11 + S0 DICTs de
pollovirus 1.

fodos los eXperimentos se realizaron por +triplicado
observando el tipo de ECP producide para cada tiempo de

infeccidédn.

1I. Efecto de la cantidad de los rotavirus SA-11 uti-
lizada. sobre 1a infecclén con una dosis constante de .

poliovirus 1.

Las Dbotellas de cultivo con 1004 de confluencia celu-
lar obtenida después de 48 h, se lavaron 3 veces con PBS,

rH 7.3, posteriormente se inocularon con i, 10.' f 102 103 1



10* y 10° DICTs0/0.4 ml de rotavirus, &stas $e”_

incubaron a

37°C 1 n para permitir la adsorcién -del virus; después ‘de 2
h las mismas botellas se retaron com T

polio-1. A las 72 h 'post—infeccién'-_":'cbh e

que se produjeron se titularon por el

cada una de las cosechas obtenidas, Se: utilizaron 'los mis-. .

mos controles que en el experimento. L

Tanto el pollovirus i como el i;:dtéiv_;_r}\'_x_ BA-L fueron
1dentificados con Sus antisueros esp_écihfi'bpls.' mediante la
prueba-de reduccién de la 1nfectividad l__'ﬁt;.l..lzé.nd._é' 2@ ) UN -
de suero anti-SA-11 y 2 U.N. de suerd  anti-polic -1,

teniendo como testigos los mencionados en el inciso I

I11I. Efecto del tiempo ¥y 1la cantidad del virus herpes

simple tipo 1 sobre la infeccidn wulterior con peoliovirus (.

Se realizaron experimentos control infectando c&élulas
MA-104 a las 2, 6 ¥y 24 h y con 1, 10° y 104 DICTs de
virus herpes simple 1i1po 1, previas a la 1inoculacion de una

dosls constante (102 DICTsp) de poliovirus tipo 1 .
Microscopia  electrdnica:

5¢ prepararon cultivos de tel)rdos para obgervar
- mediante microscopia electrénica el ensayoe del efecto del
tiempo entre la infeccidén con rotavirus SA-i11 ¥y 1a infec-
cloén ulterior con poliovirus tipo 1 prara cada uno de los

tiempos estudiados de la sigulente manera:



1) se fijaron '_Ias_" ‘Célurlas‘.' 2 cic1°S de
uno,..--_ S S e SRR T
Sod].o g 1 , M opH T.2 ‘ ,7 .

7"3) o hizo una post- t‘.i..jac:.é .....

17 en amortlguador de cacodllatos.

4} Se deshidratdé en alcohol a 70 80 Y 90/ durante 15

min en cada concentrac:.on. 'y 3 vece-s ‘en. alcohol absoluto

por 20 min cada vez.

5)""Luego se realizaron 2 lavados con 6xido de propilleno
durante 30 min c¢ada lavado.

6) Se dejo una noche en una mezcla de propileno. + EPON
v/v.

7) Postericormente, se dejé en EPON toda la noche.

8) La muestra s¢ incluyd en EPON ¥y se polimerizd a
60 C.

9) Posteriormente se cortaron las muestras y se tifderon
con acetate de uranile al 57 + ciiratoe de plomo al 1,257,

10) Se realirzaron las observaciones al microscopilo

de +transmisiéon Marca JEOL mod. 100 B.

‘minutos cada

de osmio al



RESULTADOS.

‘1. Efecto del tiempo con’ ‘rotavirus

SA-1t ¥

El tipe de ‘efecto cltopatico observaao. a_ las i' ¥y 2 h

fue predominante de poliovirus. miéntras que a 1as 4. 8 Yy
24 I se observe un ECP’ mezclado.. es dec.l.r se observd darfio |
celular—producido por ambosvlrus Por otro lado, el dafo
celular . encontrads a las 36 h fue: prlnclpalmenté por ro1:.a-
virus (tabla 1)

La titulacién de las -cosechas obtenidas mostraron que a
las i, 2, 4 y 8 n los titulos alcanzados son semelantes al
control de polio (10%); sin embarge a las 24 y 36 h 16s
titulos méaximos obtenidos son similares al testigo de rota-~

virus (104 (tabla 2).

Los ensayos de rediccldn de 1a infectividad por el .-

empleo de sueros anti-peolio 1 ¥y anti-rotavirus nos mostrd
que a las {, 2, 4 ¥ 8 h el wvirus con mayor treplicacion fue
reolio tipo |4, mientiras gque a 1las 24 ¥y 36 h el virus con

mejorr eficliencia de ri-mlt.mpllcacién fue el SA-11 (tadbla 3).

[I. Efecto de la cantidad de 1los rotavirus SA-11 uti-

- li2ada sobre la infeccién con una dosis cons‘tanrte de

poliovirus i,

Con respecto al tipoc de ECP observado, cuando se uti-



. 'traron L un: efecto : citopatogenlco

4, oy 102 DICT “de. SA n’

lizaron 10 DIC;SO de r-_o_ta\_rir-'us_' contra "1_02. DICTSO de

i caracteristlco :

pol;ovn‘us. el da de !

SA-H. con

celulares fueron

'mz'xs'-parec_ldas ‘a 1as pr-od.uc:.das por- poliovirus 1 (tabla 4)

La. tltulacion de- Ias'cosecnas de laS lnfecciones mixtas3

" sefaladas anteriormente .mostrs que  ¢on 105-3- 3-10‘ DICTSO de.

SA-11 producen titulos iguales a los obtenidos con los con-
treoles  Infectadeos unicamente c¢on rotavirus. Por otro 1ad6
se observé una disminucidsn en el titule con 103 ¥y 102 DICTy,
de rotavirus, sin embérgo con las cosechas con 10' y 1 DICTs
de rotavirus, 1los titulos alcanzados fueron 1iguales al con-
trol del wvirus polio (tabla B5)

Con los sueros anti-rotavirus SA-11 y anti-polio 1, los
ensdyos de reduccidn de la infectividad sobre 1las <¢osechas
mencionadas mostraron gue con 105 ¥y 10% DICTss de virus
S5A-11' los rotavirus se replicaron c¢on una mayor eficiencia,
por otro lado las cosechas con 107 y 10? DICTsg de rotavi-
rué.‘ se observé multiplicacidén de ambos virus. Finalmente,
cuande se tuvieron 10 y 1 DICT;gde rotavirus, al parecer

l1a descendencla viral. predominante fue poliovirus (takhla

G -

1i1. Efecto del tiempo ¥y la cantidad del virus herpes

simple tipo t sobre la infeccién ulterior con poliovirus 1.

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



virus herpes previos a

1, fue caracteristico del pr.Lmero.
celular se obse_rva_.cdn 103 y 10‘ DICTso
observé E.CP. por . el virus polio con un

de virus herpes (tabla 7 ¥y &)

Microscopia electrénica.

El estudio por microscop:.a electronica -del efecto. del o
tiempo~entre la infeccidn con rotavirus SA n ¥ 1a infec—_:----'-"
cién ulterior <on poliovirus tipo i, mostrs la bresencia de
particulas virales de rotavirus a las 8 y 24 h y las pre- . ¢
paraciones control 1noculadas con el SA-1, (fotos 1-5) sin -
embargo é&sto no se observdé en las preparaciones de 1 y 2
h (fotos & vy 7).

En cuanto al virus polio en las preparaciones control
(fotos 8 ¥y 9) se pude apreciar la acumulacién de agregados
{(viroplasmas) Y el desarrollo de cuerpos rodeados por una
membrana en les cuales pensamos se encuentran las
paz*f;iculas virales, estos resultados concuerdan con. lo
reportado por Dales y cols. (87). A las 1, 2, 4 y 8 h se
" observaron agregados semejantes a 1os viroplasmas Yy los
cuerpos con membrana (fotos t, 2, 3, 6 y 7). '

En la fotografia 10 se muestl*an c&lulas sin infectar,




TABLA
TIPO DE EFECTC CITOPATICO OBSERVADO, DE ACUERDO AL
TIEMPO ENTRE LA INFECCION CON ROTAVIRUS SA-11 Y LA
INFECCION ULTERICOR CON POLIOVIRUS TIPO 1.x

TIPO DE EFECTO CITOPATICO
Polio-t Mezclado SA-11

Tiempo de infeccion
entre rotavirus y
poliovirus-t (horas)

T i +
A - +
m R

8 . -

24 -

36 -

Lo+ + + |
t

kCelulas MA-104 infectadas con 100 DICTso/0.1 ml de
poliovirus t ¥y 100 DICTgn/0.4 ml de rotavirus SA-1i. 1res
ensayos por iriplicado.




TABLA 2 . e

TITULACION POR DICTso DE LAS COSECHAS OBTENIDAS DE ACUERDO :
AL TIEMPO ENTRE LA INFECCION CON ROTAVIRUS SA-1! Y LA

o INFECCION ULTERIOR CON POLIOVIRUS-1x

“riempo de infeccion Titulo de las cosechas

¢ntre rotavirus y {DICTy0/0.1 ml)
poliovirus (horas)

1 105

2 109

4 109 .

8 10%

24 104

36 104

tontroles: polio-1 10% DICTg6/0.4 ml R
SA-11 10% DICT50/0.1 ml T R P

Promedio de 3 ensayos por triplicado




TABLA 3
ENSAYOS DE REDUCCION DE LA INFECTIVIDAD EMPLEANDO
SUEROS ANTIPOLIO 1 O ANTI SA-1l SOBRE LAS COSECHAS OBTENI-
DAS DE ACUERDQO AL TIKEMPO ENTRE LA INFECCION CON ROTAVI-
RUS Y LA INFECCION ULTERIOR CON POLIOVIRUS 1ix

SUEROS:
Antipolioc 1 Anti SA-11
(DICTgp/0.4 ml) (DICTg5p /0.1 ml)

Tiempo de 1nfeccion
enire roetavirus y
poliovirus (horas)

1 2 X 10 2 x 10%

2 2 X 10 2 X 109

4 2 ¥ 10 2 X 106

8 2 % 102 2 X 10°

24 2 X 103 2 % t0

36 2 X 104 2 X 10
controles:

2 U.N. Antipolio-1 + 50 DICTgp SA-i1 =z 2%

2 U.N. Antipolio-1 + 50 DICTsqg Polio-i1 = Negativo
20 U.H. Anti-SA-1t + 50 DICTs5p Folio-1 = 4%

.20 U.N. Anti-SA-11 + 50 DICTgy SA-11 = Negatlvo
virus Polio-i = 100%DICTg0/0.4 ml

virus SA-11= 30%DICT54/0.4 ml

sPromédio de 3 ensayos por triplicade



[

TADLA 4
EFECTO CITOPATICO OBSERVADO SEGUN LA CANTIDAD DE VIRUS
SA-11 UTILIZADA VS. 100 DICTgp DE VIRUS POLIO-1x

Tipo de Efecto Citopatico
Pollio-1 Mezclado SA-11
Cantidad de SA-11
(DICT5p/0.4 ml)

10° - - +
104 - + -
103 - + -
102 + - -
10 + - -
i + - —

aCelulas MA-104, Tres ensayos por triplicado.




TABLA 5
TITULACION DE LAS DINFERENTES COSECHAS SEGUN LA
CANTIDAD DE VIRUS SA-11 VS 100 DICTgg DE VIRUS

POLIO-1 »
Cantidad de SA-11 Titulo
({DICTgq /0.1 ml) (DICTgqo/0.4 ml}
109 104
104 104
103 105
102 105
. 0 . 106
£ - 106 L
controles:
Polio-y , ' 106 -
SA-11 : 104

rPromedio de 3 ensayocs por iripilicado.



TABLA 6 E
ENSAYOS DE REDUCCION DE LA INFECTIVIDAD POR EL EMPLEO !
DE SUEROS ANTIPOLIO 1 Y ANTI SA-11 SOBRE LAS COSECHAS
DE INFECCIONES MIXTAS CON DIFERENTES DICTgo DE ROTAVI-

RUS Y 100 DICTsp DE POLIO 1ix,

SUEROS
Antipolio 1 Anti SA-11
(DICT;0/0.4 ml) (DICTgnH/0.14 ml)

Cantidad de SA-1
(DICTHEE /0.1 ml)

105 2 ¥ 104 negativo
104 2°¥ 104 2 X 103 .
103 2 X 104 2 X 109
108 2 X 103 2 X 109
10 2 % 103 2 X 100
1 2 X 108 2 X 109
Controles:
2 U.H. Antipolio 1 + 50 DICTgy Polio-1l = Hegativo
2 U.N. Antipolio 1 + S0 DICTsg SA-11 = 2%
20 U.N. Anti SA-11 + 50 DICTgg SA-11 = Negativo
20 U,N. Anti SA-11 + 50 DICTgg Polio-i = 4%
Polio-1 = 109DICT5Q/0.1 ml
S5A-11 = 10%DICTg5G/01 ml

iIPromedic de 3 ensayos por triplicado.




TABLA 7T
INFLUEHCIA DEL TIEMPO DE INOCULACION PREVIA CON VIRUS
HERPES SIMPLE i1 SOBRE LA INFECCION ULTERIOR CON LA
CEPA VACUNAL DE VIRUS POLIO TIPO i. EFECTO CITOPATICO
OBSERVADOx '

Tipo de Efecto Citopatico

Herpes-1 Polio-1
Tiempo de infeccion
entre virus herpes ¥y
poliovirus (horas)
2 + -
(] + -
24 + -

xCelulas MA-104 infectadas con 100 DICTgo/0.4 ml de
virus nerpes i y con 100 DICTgp/0.1 ml de poliovirus 1.
Tres ensayos. :

TABLA 8.
EFECTO CITOFPATICO OBSERVADO SEGUN LA CAHTIDAD DE VIRUS
HERPES-1 UTILIZADO VS. 100 DICTgo DE VIRUS POLIO-is

Tipo de Efecto Ciltopatico,
: Herpes-3% Polio-}
Cantidad de Herpes-i .
{DICTg5p/0C.1 ml)

104 . T -
103
1 - +

+
|

uCelulas MA-104. Tres ensayos.
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DISCUSION,

Debido a dque se ha implicado a 'la _intérféreh_c;a v;bal .

como una de las posibles causas de la f';a'._lla d'e_j-la “'va:cuna
con  virus vivos atenuados de poliorﬁlelitis y“ :a .q'ué 105_
rotavirus son uno de los agentes infecclosos a nivel intes-
-t_.:.nal rﬁz‘ts frecuentes en. los nifics menores de. 5 aios, deci-
-d.Lmos_ _estudiar }a peosible 1interferencia del rotavirus SA-il
_50b1~e el” poliovirus vacunal tipo 1, analizando la influen-
‘cra del tiempo ¥y . la concentracison viral entre la infecclén
con el rotavirus ¥ la infeccidn ulterior con Ppoliovirus.

En nuestro estudio por el tipo de E.C.P. observado, los
titulos de 1los ensayos de reduccidon de la infectividad y 1la
observacisn de <¢élulas infectadas mediante micrescoplia
electroéonica, se demosird dque en tlempos cortes entre 1la
infeccidén con ambos wvirus {(mencr a &8 h) el virus que se
replicé fue el pollo contrastando con la replicacidén del
rotavirus en 1os tlempos 1largos de l1la infecclon (24 y 36
h) Sin embargo se obtuvo replicacidn de ambos virus en
tiempos intermedios (8 h). )

La explicacién de estos resultados pudlera ser

a) .Que los ciclos de replicaclén del poliovirus son mas
cortos gque 10s -del rotavirus, Dales Yy cols. (27) al estu-
.d.ia.r ror microscopia electronica c¢é&lulas HeLla infectadas
con poliovirus 1, encentraron que entre 5 ¥ 6 h es Pposible

chservar cristales de viriones maduroes. Por otro lado, EKold

¥y Altendurg (19, 21) observaron due al infectar células de




rinon de mono MA 1011- con rotavlrus SA-11 cste. mostraba un
periodo ~de  eclipse de 4 n y_‘,_'_"rér'éi poslble ohservar- las
'_.part.T.’culas._ virales hasta 8 h postmoculacion y 1a excrecian:
_vlr-ai max:.ma ocur‘r‘:.a entre Ias 18 Y 24- ‘h. _

. ) Que el pollov:.rus tiene l1a capacidad de 1nh1b1_r léx
'.,nn.e is de _pro_telnas de la célula nhuésped asi como 1al de
ptrcs,_,{r_lrus. 1_;'_‘a1’ es el caso del virus de la estomatitis

- yesicular - {¥8V), cuando sQn inoculados previaménte al

inolloyirus (36). Esta inhiblcldén se debe a quie no 58 pez‘.—""_:'..-'

mite la” formacién del complels ribosomal y por lo tanto ho

se lleva a cabo la traduccién de los ARNs mensajercs ta_ntd

de la célula huésped como 1a de otros virus diferentes al S

del propio poliovirus.
Todo 1o anterior sugletre qu6731 rotavirus SA-1l 1o es.

capaz de interferir con la replicacién del poliovirus i, Y .

- solamente en periodos largos de infeccidon cuando la replii-

.cacion del rotavirus se ha completado, el poliovirus es
incapaz de multiplicarse. |

‘En cuanto a la cantidad del rotavirus SA-i1 utilizada,
sobre una dosis constante de polio\;lrus. todos nuest‘ros
ensayos mostraron gque los rotavn."us fueron 1los unicoes virus
replicados al 1nfectar las células con dosls 10 veces ma-
yores .a las del poliovirus (105 DICTy contra 10?2 DICTSO %
cuando 1a cantidad de los rotavirus fue 107 veces imayor, se
observéd la replicacién de ambos agenies, ¥ a partir de una
dosis 10 veces mayYor o© incluso én desventaja, el rotavirus
no se pudo replicar. Estos resultados pueden explicarse de

acuerdo, a las razones anteriormente expuestas.




Los titulos de las cosechas en los ensayos de reduccldn
de la. infectavidad con 10 ¥ 102 DICTsp (tabla 6), mostraron
solo una disminucisn de 0% a 103 al utilizar suero antipo-
1o 1, lo gue no cor‘r‘espohde a lo esperado (10?7 -10 );
. debldo a que la c¢antidad de suero no fue la optima, per que

el suero antipolio también contenia anticuerpos antirotavi-

rus (39), solo 1la .concentraciésn de 2 U.N,. del aﬁtipd;iq

neutraiizaba el efecto producido por el . péno- 1.y ho - _el..;
efect:o____ael rotavirus BSA-il, ' :

Los‘—éxperimen'tos control al infectar cé&lulas H'A-mlL' cor
virus herpes simple tipo 1, previo a la infececidn con
poliovirus i, mostraron un E.CP. caracteristico del primer
virus, en todos los tlempos ¥ - con 2 de lés cantidades de
virus herpes empleada, esto indica dque el vir':u.s herpes se
puede replicar cuando es inoculado antes del poliovirus.'
Solamente con dosis Infectantes muy _baJas del wvirus herpes,
el polic 1 fue capaz de multiplicarse. Estos resultados
demuestran gue el comportamiento observado c¢on el bhinomio
rotavirus/poliovirus es caracteristico de ambos ya gque es.
diferente al comportamientioc entre el binomio vVvirus
herpés/ponovir‘us. '

- El wirus herpes probablemente pudo replicarse e 1nter‘-'
':Eer*ir 'al poliovirus por que el primero también tiene 1la
capacidad de inhibir la sintesis proteica de -la célula
huésped y diriglr Jla maquinaria metabslica celular a la
sintesis de sus Propios componentes en el proceso de repli-
caclén. '

En . conclusidn ‘en este modeio In ' vitre no hnhubo




interferencia del rotaﬁlrus' sobre el poliovirus. Por otro
- lado  la -disminucién ¢ ausencia de multiplicacidn . de
-poilo?lr"us'.con indéculos previos muy altos de rotavirus o
después de intervalos prolongados de los 2 virus, se debe a
_las- cbndiclones experimentales extremas ¥y no a una inter- .
-ferencia.

Estos resultades In vitre no descartan 1a cf:n_ve—'

niencia de llevar a cabo estudios de interferencia . de . .-

rotavirus sobre poliovirus en modelos In vivo 'debldogla_.'?
las diferencias que Linevitablemente - existen en estos @os -

sistemas.
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