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R E S U M E N 

Se estudi6 el sistema ELISA (Inmunoensayo-Enzimatico) y sus va­

riantes DIG-ELISA (Difusi6n en Gel-Inmunoensayo-Enzimatico) y -

NC-ELISA (Nitrocelulosa-Inmunoensayo-Enzimatico) en la determi­

naci6n de anticuerpos séricos antirrubeola. 

Se utilizaron como ant!genos, la vacuna viva atenuada antirru­

beola cepa Cendehill; hemaglutinina de rubeola Behring y el vi­

rus de la rubeola cepa Therien propagado en células Vero, obte­

nido en el laboratorio y purificado parcialmente. 

No fue posible adaptar a dicha determinaci6n las técnicas 

DIG-ELISA y NC-ELISA; sin embargo, con la ELISA se obtuvieron -

resultados satisfactorios. 

Se determinó la concentración de anticuerpos antirrubeola en 

90 sueros por la ELISA y la técnica utilizada como referencia -

la IHA; al comparar ambas t~cnicas se obtuvo un coeficiente de 

correlación de 0.799. 

Se encontró especificidad del 65.3 t y sensibilidad del 95% pa­

ra la técnica ELISA. El nivel de significancia se determinó 

con un 95% de confiabilidad. 
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NECESIDAD DEL DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DE LAS INFECCIONES 

VIRALES Y DEL CONOCIMIENTO DE LA PROTECCION INMUNE 
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El interés por el diagn6stico de laboratorio en las infeccio­

nes virales se ha incrementado en los Gltimos años, debido, en 

parte, a que se dispone de drogas antivirales específicas que 

facilitan el control de la infecci6n en la fase temprana 

(Buchanan, et. al., 1979). 

Para algunas infecciones es indispensable contar con la infor­

maci6n que se obtiene en el laboratorio. Frecuentemente, in­

fecciones ocasionadas por diferentes virus presentan los mismos 

síntomas, imposibilitando así, el diagn6stico diferencial. 

Quizá el caso más coman lo presenten las infecciones respirat2 

rias de origen viral, debido a que son causadas por seis fami­

lias de virus diferentes y todas ellas pueden ocasionar el mi~ 

mo cuadro clínico (Gordon, 1979) • Sin embargo, actualmente 

se dispone de drogas antivirales que inhiben la multiplicaci6n 

específica de algunos de estos virus, por lo que se requiere -

de la identificaci6n precisa del agente etiol6gico (Landry, 

et. al., 1983). 

Un diagn6stico oportuno es de gran utilidad, ya que posibilita 

la prescripci6n del tratamiento adecuado que debe dársele al -

paciente, as1 como las medidas de protecci6n que deben implan­

tarse al personal hospitalario y a la comunidad (Osborn, 1979). 

Por otra parte, el conocer la p~otecci6n inmune (nivel de ant.!, 

cuerpos s~ricos) de una poblaci6n para determinada infecci6n -

es un par:irnetro que se utiliza en la evaluación de las campa­

ñas de vacunaci6n1 s6lo con este conocimiento es factible pla­

nearlas razonablemente, asimismo, el conocer la prevalencia de 

los niveles de anticuerpos de una infecci6n, ayuda a conocer -

la incidencia en aquellas infecciones, principalmente para las 

cuales no se dispone de estadísticas confiables (Osborn, 1979) • 
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Las t~cnicas utilizadas tradicionalmente en el diagn6stico de 

laboratorio y en la determinaci6n de la protecci6n inmune, re­

quieren de equipo y material costoso, de personal entrenado, -

lo que dificulta su accesibilidad para la mayor!a de los labo­

ratorios de los países en desarrollo. Otro inconveniente fun­

damental es que el tiempo necesario para la obtenci6n de los -

resultados es de varios d!as, limitando as! su utilizaci6n en 

diagn6stico y sirviendo, por lo general, s6lo para estudios re 

trospectivos. 

Este tipo de inconvenientes ha favorecido el desarrollo de t~c 

nicas rápidas de laboratorio, para el diagn6stico de las infe~ 

ciones virales. La Organizaci6n Mundial de la Salud (OMS), ha 

definido como "t~cnicas de diagn6stico rápido en infecciones -

viralesw a aquellas que dan resultados satisfactorios en pocas 

horas (de 4 a 8 h) a diferencia de las t~cnicas convencionales 

que requieren hasta de varios d!as (World Health Organization, 

1981). El diagn6stico viral rápido ofrece muchas ventajas so­

bre los m~todos convencionales, entre ellas: a) La identific~ 

ci6n oportuna del agente viral responsable de una infecci6n, -

ayuda a prevenir infecciones nosocomiales y su extensi6n por -

contacto, principalmente aquellas infecciones que son asintom! 

ticas, o aquellas que presentan síntomas atípicos como en el -

caso de las infecciones por hepatitis B, herpes y rubeola. - -

b) El manejo apropiado del paciente basado en el diagn6stico -

rápido de dichas enfermedades, permite una reducci6n en la rnoE 

bi!idad y mortalidad. c) La facilidad en el manejo del mate­

rial biol6gico, debido a que estas t~cnicas no se fundamentan 

en la multiplicaci6n viral, por lo que no requieren de partí­

culas infecciosas (Gardner, 1977; World ~ealth Organization, 

1981; Landry, et, al., 1983). 
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ESTRATEGIAS Y TECNICAS UTILIZADAS EN EL DIAGNOSTICO DE LABORA­

TORIO Y DETERMINACION DE LA PROTECCION INMUNE 

Las estrategias que se utilizan en el diagn6stico de laborato­

rio y determinaci6n de la protecci6n inmune, en las infeccio­

nes virales son de dos tipos: el método directo, en el cual se 

efectfia el aislamiento e identif icaci6n del virus o de sus coro 

ponentes y el método indirecto, en el cual la identificaci6n -

del agente infeccioso se hace determinando la respuesta inmune, 

que presenta el organismo a la infecci6n viral (Schmidt, 1979; 
Stagno, 1979). 

Para ambos métodos de diagn6stico, en los dltimos años, se ha 

enfatizado en la utilizaci6n de técnicas irununol6gicas y de 

biolog1a molecular, en virtud de que se obtienen resultados 

confiables en pocas horas. 

Métodos Directos 

a) Aislamiento del virus 

El aislamiento del virus de muestras cl1nicas se logra a través 

de su multiplicaci6n en los sistemas biol6gicos de experimenta­

ci6n siguientes: cultivos celulares, embriones de pollo y anima 

les de laboratorio. 

Desde 1949, Enders, Weller y Robbins publicaron su importante -

descubrimiento de que los poliov.irus pod1an ser estudiados en -

células cultivadas con la producci6n de cambios citolOgicos re­

conocibles; casi todo virus humano conocido se ha cultivado en 

esta forma, y se han aislado e identificado cientos de virus 

previamente desconocidos. El descubrimiento de los adenovirus, 

virus ECHO, rinovirus y coronavirus es atribuido al uso de c~lu 

las cultivadas, as1 como también la revoluci6n en el diagnOsti­

co de las enfermedades virales, el desarrollo de vacunas 



antipolio, antisarampi6n y antirrubeola y los avances recien­

tes en la biologta molecular de los virus de vertebrados. 
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Antes de 1950, cuando el impacto del cultivo celular en la vi­

rologta comenz6 a hacerse sentir, el huésped estándard para el 

cultivo de virus humanos fué el embri6n de pollo, técnica im­

plementada por Goodpasture en 1931. Casi todos los virus cono 

cides en esa época se cultivaron en células de una u otra de -

las membranas embrionarias, es decir, el amnios, el alantoides, 

el corion o el saco vitelino. El embri6n de pollo se usa rara 

vez en la actualidad para aislar virus. 

Al igual que los embriones de pollo, los animales de laborato­

rio prácticamente han desaparecido en la actualidad de los la­

boratorios de diagn6sticos, ya que los cultivos celulares son 

más fáciles de manejar y mucho más versátiles; sin embargo, 

los ratones lactantes siguen utilizándose para el aislamiento 

de algunos virus, Coxsackie y arbovirus (Fenner, 1976; Sclrni.dt, 

1979). 

b) Visualizaci6n del virus 

Desde hace 20 años la microscopta electrónica (ME) ha propor­

cionado informaci6n acerca de la morfologta viral, esto ha co~ 

ducido al conocimiento de nuevos virus y la asociaci6n del re­

conocimiento de grupos virales con diferentes s!ntomas cl!ni­

cos (Almeida, 1982). 

Las técnicas desarrolladas más recientemente de inmunofluores­

cencia (IF) e inmunoperoxidasa (IP), han tomado actualmente po­

sesi6n de muchos de los aspectos de
0

rutina,para el diagn6stico 

viral utilizando la microscopta como fuente de informaci6n y -

el diagn6stico de los espec!menes más comunes, y de algunos p~ 

ra los cuales no existen aan m~todos estándard (Payment, ~· 

al., 1975; Schmidt, ~· .!'!.!·• 1981). 
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c) Determinaci6n de la multiplicaci6n viral por cambios origi­
nados en la c~lula 

Los virus pueden afectar a las c~lulas en diferentes formas. 

Los tres tipos de respuestas son: infecci6n citocida, en la 

cual las células son muertas por el virus: infecci6n no cito·ci 

da de estado estacionario, en la cual las c~lulas producen vi­

rus pero su metabolismo no es afectado y la transforrnaci6n ce­

lular, en la que el virus no mata a la c~lula pero altera per­

manentemente sus características (Fenner, 1976). 

Todos estos cambios en las c~lulas infectadas, se deben a los 

efectos bioquímicos de los productos virales especificados. 

Los cambios bioquímicos generalmente conducen a trastornos fun 

cionales y eventualmente en muchos casos a cambios citopatol6-

gicos. La apariencia citol6gica del daño producido en culti­

vos celulares, por determinados virus es con frecuencia lo su­

ficientemente característico como para que se pueda emplear c~ 

mo criterio diagn6stico. El efecto citopático (ECP) del virus 

se debe a la acci6n destructora de productos del genoma viral 

en el metabolismo celular. 

Mientras algunos virus producen cambios en las membranas celu­

lares, otros dan como resultado la fusi6n de c~lulas infectadas 

con sus vecinas no infectadas, formando sincicios (células gi­

gantes con muchos núcleos), otros virus producen cuerpos de i~ 

clusi6n. Dependiendo de los virus que los causa, tales inclu­

siones pueden ser simples o múltiples, grandes o pequeñas, re­

dondas o de forma irregular, intranucleares o intracitoplásmi 

cas, acidof!licas o basof!licas. Los cuerpos de inclusi6n vi­

rales m!s importantes son las inclusiones citoplásmicas encon­

tradas en células infectadas por poxvirus, paramixovirus, reo­

virus y el virus de la rabiar y las inclusiones intranucleares 

producidas por virus herpes y adenovirus (Fenner, 1976). 
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d) Determinaci6n de la presencia de componentes virales 

La cuantificaci6n de componentes virales en células, tejidos y 

fluidos corporales a diferentes tiempos después de la infecci6n, 

pueden utilizarse en el diagn6stico de las infecciones virales 

(Anderson, 1983). 

De los componentes virales, los que se han utilizado comúnmente 

en el diagn6stico de laboratorio son: protefnas virales, enzi­

mas especificas codificadas por el virus y los ácidos nucléicos. 

Las proteínas codificadas por el genoma viral pueden ser deter­

minadas en células o fluidos corporales cuando se dispone de a~ 

ticuerpos en contra de éstas (Anderson, 1983). Las enzimas e~ 

pectficas codificadas por el virus pueden identificarse midien­

do la actividad enzimática (Gronowitz, 1983). La presencia de 

los ácidos nucléicos (DNA o RNA), se pueden determinar por hi­

bridizaci6n o por geles de agarosa (Bornkamm, et. al., 1983). 

Métodos Indirectos 

Los m~todos indirectos se basan en la respuesta inmune del - -

huésped a la infecci6n viral. En éstos se determina la concen 

traci6n de las inmunoglobulinas antivirales. 

Una primoinfecci6n se diagnostica midiendo la concentraci6n de 

Ig~ ~ientras que en una segunda infecci6n se determina el in­

cremento de la concentraci6n de IgG. 

La determinaci6n de las irununoglobulinas se hace por medio de 

la detecci6n de la interacci6n anttgeno-anticuerpo. Las téc­

nicas comúnmente utilizadas son la fijaci6n de complemento (FC), 

neutralizaci6n (N), inhibici6n de la hemaglutinaci6n (IHA) e 

inmunodifusi6n (ID). 

La sensibilidad de dicha interacci6n se puede incrementar si 
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a uno de los componentes de la reacci6n se le acopla un marca­

dor que pueda determinarse a bajas concentraciones; los marca­

dores generalmente utilizados son: fluoresceina en la t€cnica 

de inmunofluorescencia (!FA); is6topos radiactivos en la t~cni 

ca de radioinmunoensayo (RIA) y enzimas en la técnica de inmu­

noensayo-enzimático (ELISA) (Shannon, et. al., 1966; Schmidt, 

1979; Bawngarten, 1980). 

VIRUS DE RUBEOLA 

En el presente trabajo, se eligió estudiar el virus de la ru­

beola por presentar caracter1sticas que lo hacen accesible p~ 

ra el trabajo de laboratorio y por tener relevancia en los 

efectos cl1nicos a saber: 

a) El virus de la rubeola causa una infecci5n exantemática be­

nigna y su importancia radica en el hecho de producir efec­

to teratogénico, el cual puede inducir un 80% de malforma­

ciones en el feto cuando la madre adquiere la infecci5n en 

el primer trimestre del embarazo. 

b) Por el hecho de que la vacunaci5n protege de la infección, 

lo hace un agente de bajo riesgo para su manejo en el labo 

ratorio. 

c) El virus puede propagarse en cultivos celulares, lo que, fa­

cilita la obtención de ant1geno viral en cantidades conside 

rables. 

d) No existe hasta el momento una técnica sencilla para detec­

tar el virus en secreciones, por lo que el diagnóstico de -

la infección debe hacerse en base a una elevaci5n en el ni­

vel sérico de IgM o IgG antirrubeola. 

El virus de la rubeola ha sido clasificado corno un miembro del 
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grupo de los Togavirus (rubivirus), de acuerdo a las caracte­

r!sticas f!sicas y químicas que se presentan en la Tabla l. 

En la actualidad se ha encontrado un solo tipo serol6gico en -
el virus de la rubeola, asimismo, las distintas cepas del vi­

rus de rubeola no presentan reacci6n cruzada con los miembros 
de otros grupos virales (Rhodes, et. al., 1977). 

Morfolog!a: 

Tamaño: 

Acido nucl~ico: 

Peso molecular del ~cido 
nucHHco: 

Envoltura: 

Coeficiente de sedimmtaci6n: 

Densidad de flotaci6n: 

Radiaci6n ultravioleta: 

Tripsina: 

Solventes lip!dicos: 

Estabilidad de pH: 

Temperatura: 

Esf&ioo, superficie con proyecciones 

50-70 run de di4metro 
RNA, hebra simple 

3.5 X 106 daltons 

Presente 

280 s 
1.18-1. 20 g/ml 

Destruye infectividad 

Destruye infectividad 

Destruyen infectividad 

6.8-8.1 

Se inactiva a 56°C, es estable por -
ms de 7 tilas a 4°C y por años a -60ºC 

Tabla l. ALGUNAS CARACTERISTICAS DE VIRIONES DE RUBEOLA (Rhodes, 

et. al., 1977; Parkman, ~· al., 1978) 

El viri6n de la rubeola está compuesto de tres prote!nas E1 , E2 
y C con aparentes pesos moleculares de 60,000, 47,000 y 33,000 

respectivamente. Dos de estas prote!nas, E1 y E2 son glucopr~ 

te!nas de membrana mientras que e es la nucleoproteína. Una -

de las principales propiedades biol6gicas del virus de rubeola 

es su capacidad para aglutinar eritrocitos de diferentes espe­

cies animales; esta propiedad se ha utilizado para titular al 

virus; los anticuerpos en contra del virus interfieren eón el 
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fenómeno de la hemaqlutinación, por lo que por medio de esta -

interferencia es posible tambi6n titular los anticuerpos anti­

rrubeola. A la protefna E1 se le ha asociado la función hema­

glutinante, aÚnque a6n hay controversia al respecto (Van, 1981; 
Oker-Blom, et. al., 1983; Waxham, 1983). 

La infección natural por rubeola estimula la producción de va­

rios anticuerpos. Estos pueden ser demostrados en el laborato 

rio por N, FC e IHA. La demostración de la presencia de estos 

anticuerpos se ha utilizado fundamentalmente en el diagnóstico 
de laboratorio de esta infección. 

El primer tipo de anticuerpos que aparecen son los que inhÍben 

la hemaqlutinación. Estos son detectados despu6s de 15-16 

días de la exposición del virus y alcanzan título máximo a 

los 30 días; declinan lentamente y probablemente permanecen ni 

veles detectables de por vida (Fig. 1). 

Los anticuerpos FC aparecen despu6s de 30 dtas de exposición, 

sus niveles se elevan lentamente y no alcanzan un título máxi­

mo hasta 1-2 meses, despu6s de dicha exposición declinan cons­

tantemente llegando a desaparecer a los pocos años. 

Los anticuerpos N aparecen después de 18 dtas de exposición. -

Su incremento, aproximadamente paralelo al de los anticuerpos 

IHA, se eleva rápidamente, alcanzando un título máximo cerca -

de 35 días despu~s de la exposición y declinan lentamente per­

maneciendo detectables de por vtda (Rhodes, ~·al., 1977). 
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• l. Respuesta de anticuerpos en una infecci6n primaria de rubeola. 

TECNICAS UTILIZADAS EN EL DIAGNOSTICO DE RUBEOLA 

El diagn6stico de rubeola es dificil de establecer con base en 

el cuadro clínico, excepto durante las epidemias. Muchos virus, 

entre ellos virus ECHO, virus Coxsackie, adenovirus, paramixo­

virus y reovirus pueden ocasionar un cuadro clínico similar al 

que se presenta en la rubeola. 

La Gnica manera de establecer un diagn6stico seguro de rubeola 

es en el laboratorio. 

Las pruebas para determinar la presencia de anticuerpos 
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antirrubeola, han permanecido disponibles cerca de 20 años. 

Entre las pruebas utilizadas se encuentran N, FC e IHA. La 
prueba de !HA es aan usada por la mayoría de los laboratorios, 
sin embargo, ~sta tiene inconvenientes considerables, tales c~ 
mo, el requerir de diluciones y tratamiento del suero para re­
tirar los inhibidores no específicos, antígeno requerido en a.!_ 

tas concentraciones, algunos reactivos empleados son perecede­

ros y los resultados obtenidos en diferentes laboratorios son 
difíciles de comparar (Liebhaber, 1970; Schmidt, 1970; Traavik, 
et. al., 1981). 

En los dltimos años, diferentes equipos comerciales se han em­

pleado para determinar anticuerpos antirrubeola. Algunos de -
ellos utilizan la IHA, otros t~cnicas que se han desarrollado 
en forma reciente como: hemaglutinaci6n indirecta (HI), aglu­

tinación en latex (AL), ELISA, !FA y RIA (Castellano, et. al., 

1981; Sever 1982). 

Los principios de los seis m~todos comanmente utilizados en los 

equipos comerciales, son los siguientes: 

IHA 

El virus de rubeola tiene la capacidad de aglutinar eritrocitos 

de ciertas especies animales. Si el suero de un paciente con­
tiene anticuerpos y es mezclado con el virus de la rubeola, los 

anticuerpos bloquearan la superficie del virus y al adicionar -
los eritrocitos posteriormente, la aglutinaci6n se inhibira. 

Esto es llamado inhibición de la aglutinación. El suero es di­
luido seriadamente para determinar el titulo de anticuerpos, 
esto es, aquella dilución maxima en la cual aan inhiba la aglu­

tinación el virus (Sever, 1982). 

IR 

El virus de rubeola se une previamente a eritrocitos que 
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normalmente no aglutina. Cuando se adiciona un suero que con­
tiene anticuerpos, ~stos hacen puentes entre el virus y eritr~ 

citos adyacentes causando la aglutinaci6n. Sin anticuerpos, -
la aglutinaci6n no ocurre. El suero es dilu!do seriadamente, 
para determinar el t!tulo de anticuerpos (Gaidamovich, ~· al., 
1974; Sever, 1982). 

AL 

En este ensayo el virus de la rubeola se une previamente a Pª! 
ttculas finas de latex. Cuando hay anticuerpos presentes en el 
suero, ~stos se mezclan con las partículas y la aglutinaci6n -

se hace aparente en forma de grandes masas blancas ( Sever, 1982). 

ELISA 

Esta prueba consiste en unir el virus de la rubeola a una supe! 

ficie s6lida (microplacas de plástico o pequeños cuerpos globu­

lares de la misma naturaleza). El suero del paciente se adici~ 
na y si hay anticuerpos, ~stos se unen al virus. En seguida se 
adicionan anti-irununoglobulinas humanas, obtenidas de un animal 
experimental y previamente conjugadas a una enzima, las cuales 
se unen a los anticuerpos. Finalmente, al agregar un sustrato 
apropiado, la enzima actuará sobre éste, transformándolo y de­

sarrollando una reacci6n colorida, la cual puede ser percibida 

a simple vista y cuantificada mediante espectrofotometr!a, de­
bido a que la concentraci6n del producto presenta una relaci6n 

directamente proporcional a la uni6n del complejo anttgeno-an­

ticuerpo (Engvall, ~· ~., 1971; Yolken, 1980; Sever 1982). 

Se infectan, con virus de rubeola, c~lulas cultivadas sobre 
una base de cristal, para ello se usa comtinmente portaobjetos. 

El suero del paciente se añade y si hay anticuerpos presentes, 
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éstos se unen al virus. Una ant!-inrnunoglobulina humana obte­

nida en ln animal experimental, se adiciona después y se une a 

los anti,_uerpos. Esta anti-inrnunoglobulina se ha unido preví~ 

mente a m químico, el cual fluoresce en presencia de luz ul­

travioleta. El titulo de anticuerpos corresponde al inverso -

de la m~Kima dilución del suero que fluoresce y la lectura se 

hace con la ayuda de un microscopio con luz ultravioleta o - -

bien, la intensidad de la fluorescencia determinada por medio 

de espectrofotometr!a especial (Johansson, et. al., 1979; 
Sever, 1 82) . 

RIA 

Esta prueba es muy similar a las pruebas de ELISA e IFA, la d! 

ferenci est~ en que la anti-inrnunoglobulina humana preparada 

en un a imal experimental, es unida a un radiois6topo. La de­

sintegración del radioisótopo es cuantificada y el titulo de -

anticuexpos se infiere (Sever, 1982). 

En la ac:tualidad existen m~s de 20 equipos comerciales para d~ 

terminar anticuerpos antirrubeola. Los valores son reportados 

en una rariedad de t~rminos dependiendo del m~todo utilizado. 

Los val>res del titulo de anticuerpos antirrubeola que indican 

inmunidi d, utilizando la IHA, varían de 8 a 20; un resultado -

se consLdera negativo cuando dicho titulo es menor a estos va­

lores y por lo tanto el individuo es susceptible a la infección 

(Sever, 1982). 

TECNICA SELECCIONADA EN ESTE TRABAJO 

La elección del método para resolver un problema particular de 

serodiagn6stico es determinado por varios factores, tales como, 

la naturaleza del antígeno y de los anticuerpos; as! como tam­

bi~n la sensibilidad, especificidad, precisión, costo y 
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simplicidad con la que es llevada a cabo la técnica (Elwing, 
1980). 

Nuestro estudio se restringi6 a los inmunoensayos en fase s61! 
da. En este tipo de ensayos se cuantifican los antígenos o 

anticuerpos por medio de la reacci6n especifica antígeno-anti­
cuerpo cuando uno de los componentes de la reacci6n, el que no 

va a determinarse, se encuentra adherido a una fase s6lida de 

diversa naturaleza (Voller, ~· al., 1979). Se han utilizado 
varios soportes tales.como: partículas de celulosa, poliacrila 
mida, vidrio microcristalino y plástico. Sin embargo, estos 

soportes presentan el inconveniente de requerir la inversi6n -
de mucho tiempo por la necesidad de realizar varios lavados 
utilizando centrifugaci6n. 

Por el contrario, el uso de materiales prefabricados, tales 
como: tubos, esferas, discos y microplacas suprime la necesidad 

de la centrifugaci6n y facilitan el lavado. Varios autores han 
utilizado todos estos formatos, moldeados de poliestireno, po­
lipropileno, polivinil y otros plásticos (Voller, et. al., 1976). 

En el presente estudio se consider6 la técnica de ELISA y sus -
variantes DIG-ELISA (inmunoensayo enzimático-difusi6n en gel) y 

NC-ELISA (inmunoensayo enzimático-nitrocelulosa). 

La técnica DIG-ELISA para determinaci6n de anticuerpos, consis­

te en adherir a una fase sólida (cajas de petri de poliestireno) 

el ant!geno. Una vez adherido ~l ant!geno se agrega el suero -
del paciente, permitiendo que éste difunda a través de un gel, 
posteriormente se retira el gel y se adiciona un antianticuerpo 

al cual se le ha unido una enzima. El sustrato se disuelve en 
otro gel y se vierte sobre la caja; la reacci6n enzima-sustrato 

da como resultado una reacci6n coloreada y el área formada es -
proporcional a la concentraci6n del sustrato transformado, es -
decir, a la actividad enzimática y ésta a su vez a la reacci6n 
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anttgeno-anticuerpo (Elwing, 1979; 1980). 

La t~cnica NC-ELISA utiliza como fase s6lida membranas de ni­
trocelulosa (NC) a diferencia del soporte comarunente utiliza­
do en ELISA, microplacas de poliestireno (Palfree, 1982; 
Bode, et. al., 1984). 

PLAL~TEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Debido a la importancia cl1nica del virus de la rubeola, vemos 
la necesidad de contar con técnicas de laboratorio accesibles 
en nuestro medio que permitan tanto la evaluaci6n de la prote~ 
ci6n irunune, como la demostraci6n de un proceso activo de in­
fecci6n por medio del incremento en los niveles s~ricos de an­
ticuerpos antirrubeola. 

Para la evaluaci6n de la inmunidad existen varias técnicas in­
rnunol6gicas, siendo la más empleada en la actualidad la IHA. -

Esta técnica tiene inconvenientes considerables, tales como, -
el requerir de diluciones y tratamiento del suero, anttgeno a 
altas concentraciones, algunos de sus reactivos son perecede­
ros y además los resultados obtenidos en diferentes laborato­
rios son diftciles de comparar. Hoy en dta no se produce en 
México el anttgeno y el hecho de que se requiera a altas con­
centraciones encarece considerablemente las determinaciones. 

OBJETIVO 

Desarrollar una t~cnica que permita determinar los anticuerpos 

antirrubeola. 



M A T E R 1 A L Y M E T O D O S 
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MATERIAL BIOLOGICO 

Anttgenos: 

l) Vacuna viva atenuada antirrubeola, cepa Cendehill, nombre -

comercial Cendevax. Smith Kline and French, S.A., México. 

Lot. IL024H43. El liofilizado del frasco funpula contiene -

no menos de 1000 DICT50 de virus atenuados contra la rubeo­

la, para su uso se reconstituy6 en 0.2 ml de soluci6n sali­
na 0.15 M. 

2) Antígeno de rubeola (hemaglutinina). Behring A.G. Marburg. 

W. Germany. Lot. A400141C. El anttgeno liofilizado se re­

constituy6 en l ml de agua destilada est~ril. Generalmente 

se obtuvieron tttulos de 64-128 unidades hemaglutinantes 
(UH) por 0.025 ml. 

3) Virus de rubeola, cepa Therien (VRT), donada por ei M.O. Olli 

Meurrnan del Departamento de Virología de la Universidad de -

Turku, Finlandia. Esta cepa fue recibida en dos botellas 

Falcon de 60 ml con células Vero (Fibroblastos de mono verde 

africano), infectadas con la cepa Therien del virus de la 

rubeola. El medio de IMntenimiento consistía de medio basal 

(BME), 0.2% de albúmina s~rica bovina (ASB) y 5% de fosfato 

de Triptona. 

La adaptaci6n, propagaci6n y concentraci6n de este virus fue 

hecho por el M. en c. Enrique Ortega Soto, quien amablemente 

don6 el anttgeno utilizado en este trabajo. 

El VRT se cultiv6 en células Vero, en medio m!nimo esencial 

con 0.4% de ASB, 0.2% de nistatina y 0.1% de penicilina y -

estreptomicina. Las cajas de cultivo se incubaron a 35ºC en 
atm6sfera ht1meda y co2¡ durante 7 días aproximadamente se -

cosech6 el medio. El medio cosechado se clarificO por cen-

, trifugaci6n a 2000 g durante 15 min a 4°C, el sobrenadante 
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se concentró de acuerdo a Trudel, 1980; se mezclaron vol(ime 

nes iguales del sobrenadante y sulfato de amonio saturado -

pH 7.4. Despu~s de 2 h a 4°C, la mezcla se centrifugó a 

2000 g durante 30 min. El precipitado se resuspendió en so 

lución amortiguadora NTE (NaCl 0.15 M, Tris-HCl 0.05 M y 

EDTA 0.001 M, pH 7.4). 

Se determinó el contenido protéico a diferentes muestras de 

antígeno y la concen~ración promedio obtenida para cada una 

de las muestras fue: 0.4 rng/rnl de la vacuna Cendevax; 2.2 -

mg/ml de la hernaglutinina de Behring y 2.5 rng/rnl del VRT. 

La titulación de los antígenos se determinó rutinariamente 

y los títulos obtenidos promedio para las muestras fueron: 

menor de 4 UHA/ml de la vacuna Cendevax, 2560 UHA/ml de la 

hemaglutinina de Behring y 1920 UHA/ml del VRT. 

Suero Humano: 

Se utilizaron sueros humanos provenientes de tres diferentes -

fuentes: 

1) Quince muestras provinieron de sujetos adultos inmunizados 

con la vacuna Cendevax. 

2) Treinta muestras de niños entre 1 y 10 años, población abie.!: 
ta, provinieron del Instituto Nacional de Pediatría (INP) y 

donadas amablemente por el M. C. Rub~n Alvarez Chacón. 

3) Cuarenta y cinco muestras provenientes de adultos, poblaci6n 

abierta, del Hospital General Manuel Gea Gonz~lez. Los sue­

ros se conservaron a -20ºC de 2 a 4 semanas antes de titular 

se. 

A todos los sueros se les determinó el título de anticuerpos -

antirrubeola por IHA. Este método se utiliz6 corno referencia 
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para comparar el t!tulo de anticuerpos antirrubeola con los -

inmunoensayos utilizados en el presente trabajo. Los t!tulos 

obtenidos fueron: 17 sueros con titulo de !HA menor de 4; 13 

sueros con titulo de IHA de 4; 9 sueros con titulo de IHA de 

8; 9 sueros con titulo de !HA de 16; 6 sueros con t!tulo de -

IHA de 32; 6 sueros con t!tulo de IHA de 64; 8 sueros con ti­

tulo de IHA de 128; 6 sueros con t!tulo de IHA de 256; 2 sue­

ros con t!tulo de IHA de 512 y 4 sueros con t!tulo de IHA ma­

yor de 512 (Ver Tabla 8) . 

Suero de Caballo: 

Donado por la granja de la Facultad de Medicina Veterinaria y 

Zootecnia de la U.N.A.M. 

SOPORTE SOLIDO 

Cajas de petri de poliestireno de 100 X 15 mm, para uso bacte­

riol6giCQ, Technicare, M~xico, S.A. 

Tiras de pozos removibles Irnmulon II, Cat. 011-010-3650, Lot. 

C.R. 350, Laboratorios Dynatech, INC. U.S.A. 

Filtro Millipore, Tipo HA, tamaño de poro 0.45 µm, Cat. HAWP-

04700, Lot. H3C705444F, Millipore Intertech, INC. U.S.A. 
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CUA.~TIFICACION DE PROTEINAS DZL ANTIGENO DE RUBBOLA 

La concentraci6n de proteínas de los antígenos utilizados en -

el presente trabajo se determinó por el m~todo de Lowry, ~· -
al., 1951. 

Para cada determinación se prepar6 una solución de referencia 

de ASB lmg/ml en soluci6n amortiguadora de fosfato salina (PBS). 

Se hizo una curva est~ndard de ASB utilizando un rango de con­

centraci6n de 0.025 a 0.500 mg/ml, las lecturas se hicieron -

por duplicado y en un volumen final de 0.2 ml. 

La muestra problema se diluye 1:10, 1:50 y 1:100 en PBS. 

Se adiciona, a cada uno de los tubos, 1 ml del reactivo A 

(Ver apéndice). 

Se mezclan y se dejan reposar 10 min a temperatura ambiente. 

Se agrega 0.1 ml del reactivo B a cada uno de los tubos. 

Se mezclan inmediatamente y Se dejan reposar 30 min. En un 

lapso de 30 min a 4 h se determin6 la densidad 6ptica (DO) a -

680 nm. 

ESTIMULACION DE SINTESIS DE ANTICUERPOS CONTRA RUBEOLA CON LA 

VACUNA CENDEVAX EN HUMANOS 

Se vacun6 a quince sujetos adultos una dosis de la vacuna anti 

rrubeola Cendevax por vía intramuscular, despu~s de cinco sema­

nas se tom6 una muestra de sangre perif~rica por punción veno­

sa, se dejó reposar a temperatura ambiente durante dos horas y 

una vez formado el coágulo se guard6 toda la noche a 4°C, 
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posteriormente se centrifug6 a 1500 g por 15 min a temperatura 

ambiente, se separ6 el suero y se conservaron a -20ºC hasta su 

utilizaci6n por un tiempo no mayor de seis meses. 

OBTENCION DE ERITROCITOS DE POLLO Y PREPARACION DE LA SOLUCION 

UTILIZADA EN LA TITULACION POR HEMAGLUTINACION DE LOS ANTIGE­

NOS DE RUBEOLA 

Se obtuvo sangre de pollos de un d!a de nacidos y no alimenta­

dos de la raza Rhode Island Red de la casa Armour, Hatchery de 

M~xico, S.A. por punci6n cardiaca directa y se colect6 en als~ 

ver en proporci6n 1:1; la sangre obtenida se mezcl6 agitando -

la jeringa cuidadosamente para no producir hem6lisis, despu~s 

se pas6 por una malla de gasa con el objeto de retener los - -

coágulos que se formaron por no hacer una agitaci6n correcta. 

La sangre se colect6 en un tubo de centrf fuga graduado y se 

centrifug6 a 1500 g durante 10 min a temperatura ambiente. 

Los eritrocitos obtenidos se conservaron en esta soluci6n no -

más de 4 días a 4ºC; despu~s de ese tiempo se descartaron. 

Para las pruebas de hemaglutinaci6n e inhibici6n de la hemagl~ 

tinaci6n los eritrocitos se lavaron en auletta hasta retirar -

completamente la hemoglobina, generalmente se hicieron de 3 a 

4 lavados, se resuspenden en la auletta a una concentraci6n 

del 0.5% antes de utilizarse. 

TITULACION DEL ANTIGENO POR HEMAGLUTINACION (HA) 

El tftulo de los ant1genos utilizados en este trabajo se deter 

min6 por el m~todo de microtitulaci6n de Stewart, ~- al., 1967, 

utilizando eritrocitos de pollo de un dfa de nacidos. La tit~ 

laci6n se hizo por duplicado en cajas de microtitulaci6n Cooke 
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de 96 cavidades de fondo tipo 11v• como a continuaci6n se des­
cribe: 

Se colocan 0."025 rnl de solución de auletta a partir del segun­
do pozo. 

Se añaden 0.025 rnl de la solución de antígeno en el primer y -

segundo pozo, y a partir de este se hacen diluciones seriadas. 

Se agregan 0.025 ml de una suspensi6n de eritrocitos de pollo 

al 0.5% a cada uno de los pozos. 

Se agita cuidadosamente y se deja reposar durante 60 min, a 

temperatura ambiente protegiendo de vibraciones. 

Se leen e interpretan los resultados. 

En los pozos donde haya eritrocitos Qnicamente, no debe haber 

ninguna aglutinaci6n (control de eritrocitos). 

el titulo se toma como la reciproca de la Oltima dilución que 

presenta aglutinación de los eritrocitos. 

Para la titulaci6n de los anticuerpos contra rubeola por inhi­

bici6n de la hemaglutinaci6n, se trabaj6 con el antígeno a una 

concentración de 4 unidades hemaglutinantes por 0.025 ml. Pa­

ra obtener esta concentración se diluyó el ant1geno en auletta 

de acuerdo a la siguiente fórmula: 

____ T_i_tu_lo_d_e_l_a_n_t_t~g._e_n_o ____ = X Dilución l:X = 4UH 

Concentración de UH deseadas 4 
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TRATAMIENTO DEL SUERO PARA REMOVER INHIBIDORES INESPECIFICOS Y 

AGLUTINANTES 

El tratamiento de los sueros se realizó de acuerdo al m~todo -
descrito por Clarke, 1958. 

Se mezclan 0.2 ml de suero con 0.6 ml de caoltn al 25% en aule 
tta. 

Se incuban durante 20 min a temperatura ambiente agitando oca­

sionalmente. 

Se centrifugan a 1000 q durante 20 min. 

Se adicionan O.OS ml de eritrocitos de pollo de un dta de naci 

do al 50% en auletta con ASB al 0.4%. 

Se incuban durante 60 min a 4ºC agitando cada 15 min. 

Se centrifugan a 1000 g durante 20 min. 

Se remueve el sobrenadante y se inactiva el complemento con 

una incubaci6n de 30 min a 56°C en baño marta. Este sobrena­

dante se utilizó en la prueba de IHA, con este tratamiento se 

diluy6 en un factor de 4 el suero original. 

Los sueros controles positivos y negativos se tratan de la mis 

ma manera y simultáneamente. 

DETERMINACION DE ANTICUERPOS SERICOS EN HUMANOS CONTRA RUBEOLA 

POR !HA 

La prueba de !HA se determinó de acuerdo a las instrucciones -

del equipo comercial de Behring para titulación de anticuerpos 

antirrubeola. 
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La titulación se realiz6 en placas de microtitulaci6n Cooke de 
96 cavidades do fondo tipo "V" y de la siguiente manera: 

Se ponen 0.025ml de auletta con ASB 0.4% a partir del segundo 
pozo. 

Se adicionan 0.025 ml del suero tratado en el primer y segundo 

pozo y a partir de este filtimo se hacen diluciones seriadas. 

Se adicionan en cada uno de los pozos 0.025 ml del antígeno a 

una concentraci6n de 4 UH. 

Se incuban 60 min a temperatura ambiente. 

Se adicionan 0.025 ml de la suspensi6n de eritrocitos de pollo 

al 0.5% en cada uno de los pozos. 

So incuban durante 60 min a temperatura ambiente y protegiendo 

de vibraciones. 

Se leen e interpretan los resultados. 

DETERMINACION DE ANTICUERPOS SERICOS EN HUMANOS CONTRA RUBEOLA 

POR INMUNOENSAYO ENZIMATICO-DIFUSION EN GEL (DIG-ELISA) 

Se intent6 cuantificar los anticuerpos contra rubeola por DIG­

ELISA de acuerdo al m~todo desc~ito por Elwing, 1979. Se uti­

lizaron cajas de petri de poliestireno Technicare 100 X 15 mm. 

Se lavan las cajas de petri con etanol al 95% y se secan con -

ventilador. 

El recubrimiento antig~nico se realiz6 con 18 ml de soluci6n - · 

amortiguadora de carbonatos 0.1 M pH 9.6, la concentraci6n de 
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proteína fue de 0.5 al 1 mg/caja y 0.2 ml de glutaraldeh!do al 

25% a cada caja de petri. 

Se incuban durante 60 min a temperatura ambiente y toda la no­

che a 4°C. 

Se lavan dos veces con Tween 20 al 0,5% en solución amortigu~ 

dora de fosfato salina (PBST20). 

Las cajas se secan con ventilador y se agregan 15 ml de agar -

noble al 1% y suero de caballo al 1% en cloruro de sodio 0.15 

M, a cada caja de petri y se deja reposar sobre una superficie 

plana a temperatura ambiente. 

Una vez solidificado el agar se perforan pozos de 4 mm de di4-

metro y se agregan 0.02 ml del suero problema en cada uno de -

los pozos dejando incubar a 35ºC en cámara hrtmeda durante 48 h. 

Se retira el gel y se lavan 3 veces con PBST20. 

Se agregan 10 ml de la anti IgG-peroxidasa 1:1000 en PBST20 y 

se dejan incubar 2 h a temperatura ambiente. 

Se lavan 3 veces con PBST20. 

Se agregan a cada una de las cajas, 10 ml de agarosa al 1% en 

soluci6n amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 7.0 con el cromó­

geno*. 

se incuban 20 min a temperatura ambiente protegiendo de la luz. 

Finalmente el diámetro de los halos coloreados se miden con un 

vernier. 

* Ortho tolidina (OT). Este crom6geno se prepar6 de acuerdo 
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a Ambroise, 1978. Se disuelven 21 µg de OT en 1 ml de dime­

tilformamida y se afora a 100 ml con solución amortiguadora 

de acetatos 0.1 M pH 3.7. En el momento de emplearse se 
agregan 0.05 ml de H2o2 al 30%. 

Ortho fenilendiarnina (OPD) • Este cromógeno se preparó de 

acuerdo a Voller, et. al., 1976, OPD al 0.04% y H 2o
2
•• al 

0.012% en soluci6n amortiguadora de fosfato-citrato pH 5 - -

(27.7 ml de fosfato de sodio dibásico 0.2 M, 24.3 ml de áci­

do c1trico 0.1 M, y 50 ml de H20l. 

**Se adiciona inmediatamente antes de utilizarse. 

DETERMINACION DE l\NTICUERPOS SERICOS EN HUMANOS CONTRA RUBEOLA 

POR INMUNOENSAYO ENZIMATICO-NITROCELULOSA (NC-ELISA) 

El m~todo utilizado para determinar anticuerpos contra rubeola 

por NC-ELISA fue el descrito por Bode, et. al., 1984. 

Se recortan discos de 5 mm de dilimetro de filtros Millipore 

(tipo HA, tamaño de poro 0.45 µm) y se transfieren dentro de -

los pozos de una placa para microtitulaci6n de poliestireno de 

fondo plano. 

Se agregan muestras de 0.005 ml de ant1geno concentrado o ant1 

geno control. Los discos sensibilizados se dejan secar duran­

te toda la noche a temperatura ambiente. 

Una vez secos los discos se incuban con 0.2 ml de ASB (grado V) 

3% en PBS pH 7.2 durante 1 h a 37ºC para bloquear los sitios -

que aún queden libres en el disco. 

Se retira el ASB y se lavan los pozos con Tween 20 al 0.1% en 
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soluci6n salina 0.15 M (SST20) durante 10 min a temperatura am 
biente. 

Se agrega 0.1 ml del suero problema en cada uno de los pozos y 

se incuban 1 h a 37°C. 

Se retira el suero y se lavan los pozos con SST20 diez veces. 

Se agrega 0.1 ml de la anti IgG-peroxidasa 1:1000 en PBST20 a 

cada uno de los pozos y se incuban durante 1 h a 37ºC. 

Se retira la anti IgG-peroxidasa y se lavan los pozos con SST20 

diez veces. 

Se agrega 0.1 ml del crom6geno* y se incuba 1 h a 37°C, se pr2 

tege de la luz. 

La reacci6n se detiene al remover el sustrato residual lavando 

5 veces con agua destilada. 

Los discos presentan un color caf~ el cual varía en intensidad 

dependiendo de la cantidad de anti IgG-peroxidasa fijada a los 

discos. 

La evaluación final de los resultados se realiza despu~s de 

secar los discos durante toda la noche, a temperatura ambiente. 

* Diaminobenzidina (DB). Este cromógeno se prepar6 de acuerdo 

a Yamamoto, 1982. DB al 0.05% y H2o 2 al 0.01% en Solución -

amortiguadora Tris-HCl O.OS M pH 7.6. 

·- ··--~~ 
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DETERMINACION DE ANTICUERPOS SERICOS EN HUMANOS CONTRA RUBEOLA 

POR INMUNOENSAYO ENZIMATICO (ELISA) 

El m~todo utilizado para determinar anticuerpos contra rubeola 

por ELISA fue el descrito por Voller, et. al., 1975, modifica­

do. Se utilizaron tiras de pozos removibles Immulon II. 

Se coloca 0.1 ml del ant1geno diluido 1:20 en soluci6n amorti­

guadora de carbonatos 0.1 M pH 9.6 en cada uno de los pozos y 

se incuba toda la noche a 4°C. 

Se lavan los pozos con PBS cinco veces y se agrega 0.15 ml de 

ASB (fracci6n V) al 0.5% en PBS; se dejan incubar 90 min a 

37°C. 

se lavan los pozos con PBST20 cinco veces y se agrega 0.1 ml -

en cada uno de los pozos de las muestras de suero, se dejan in 

cubar 60 min a 37°C. 

Se lavan los pozos con PBST20 cinco veces y se agrega O.l ml 

en cada uno de los pozos de la anti IgG-peroxidasa 1:1000 en -

PBST20 y se incuban 30 min a 37ºC. 

Se agrega O.l ml a cada uno de los pozos del crom6geno OPD al 

0.04% y H2o2 al 0.012% en soluci6n amortiguadora de fosfato -

citrato pH 5 y se incuba 30 min a temperatura ambiente. 

La reacci6n se detiene al agregar 0.05 ml de e2so4 3N. 

Se determina la absorbancia (A) a 492 run*. 

* Las lecturas de A fueron realizadas en un Procesador de 

ELISA's, Behring M. 



R E S U L T A D O S 



29 

SELECCION DEL ANTIGENO DE RUBEOLA 

En el laboratorio se propaga el VRT; su adaptación a la lfnea 

celular Vero requiri6 de varios pases ciegos, lo que implicó -

varios meses de trabajo, además, su obtención es laboriosa por 

lo que se intentó inicialmente, utilizar antfgeno comercia1 en 

las determinaciones de anticuerpos antirrubeola. 

Se trabaj6 con dos antfgenos comerciales, vacuna antirrubeola 

cepa Cendehill en las.técnicas DIG-ELISA y NC-ELISA; y hemagl~ 

tinina de Behring en las técnicas DIG-ELISA, NC-ELISA y ELISA, 

sin embargo, en las determinaciones que se realizaron no se ob 

tuvieron resultados satisfactorios, por lo que en experimentos 

posteriores se utilizó el VRT. 

DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE TRABAJO PARA EL 

CONJUGADO ENZIMATICO: ANTI IgG HUMA.~A-PERO:XIDASA 

Selección de la dilución de trabajo del conjugado enzimático. 

En los primeros ensayos se trabajó con la técnica DIG-ELISA p~ 

ra la determinación de anticuerpos antirrubeola, por lo que la 

selección del conjugado enzimático se hizo en base a los requ~ 

rimientos ya mencionados de esta técnica. 

Se probaron diferentes diluciones del conjugado enzimático: 

1:500; 1:1000; 1:1500; 1:2000 y ae utilizaron tres diferentes 

cromógenos: o. fenilendiamina, o. tolidina y diaminobenzidina. 

Todos los cromógenos se trabajaron a una molaridad de 0.01. 

La dilución 1:1000 del conjugado enzimático di6 un resultado -

satisfactorio, la coloraci6n obtenida fue fáci1mente visible e 

intensa. La dilución 1:500 del conjugado enzimático di6 una -

coloración muy intensa, mientras que la diluci6n 1:1500 di6 
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una coloraci6n tenue, lo que no permiti6 distinguir claramente 

el contorno de la zona de reacci6n antigeno-anticuerpo. La co 

loraci6n se evalu6 cualitativamente como puede verse en la - -

Tabla 2. 

Con base en estos resultados se decidi6 utilizar la enzima con 

jugada diluida 1:1000 en las determinaciones sucesivas. 

El conjugado enzim~tico se conservó en forma concentrada a - -

-20°C y su actividad no se alter6 por m~s de un año. 

Tabla 2 

DETERMINACION CUALITATIVA EN DIG-ELISA DE LA INTENSIDAD DE CO­

LOR DE LAS ZONAS DE REACCION. 

CROMOGENO 

Diaminobenzidina 

o. Fenilendiamina 

o. Tolidina 

DILUCION DE LA ANTI IgG HUM1\NA-PER:>XIDASA 

1:500 1:1000 1:1500 1:2000 

+++ 

++ 

+++ 

++ 

++ 

++ 

+ 

+ 

+++ = muy intenso; ++ = intenso; + tenue; - = muy tenue 

SELECCION DEL CROMOGENO EN LOS INMUNOENSAYOS DIG-ELISA, NC-ELISA, 

y ELISA 

Los inmunoensayos utilizados en este trabajo pueden emplear di­

ferentes crom6genos para la peroxidasa. 

La t~cnica DIG-ELISA requiere de una clara visualización de la 

zona de reacci6n enzima-crom6geno con respecto al sustrato no -
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transformado, el mejor resultado se obtuvo al utilizar la 0 , _ 

tolidina, los contornos de las zonas de reacci6n se distingui~ 

ron con claridad del fondo de la caja, debido a la coloraci6n 

azul resultante, a diferencia de la o. fenilendiamina y la di~ 
minobenzidina, cuya coloraci6n amarilla y caf~ pálida dificul­
ta la visualización de la reacci6n. 

En la técnica NC-ELISA se seleccion6 el crom6geno diaminobenz! 

dina, debido a que al ser transformado precipita y se adhiere 

al soporte de nitrocelulosa. 

En la técnica ELISA se eligi6 la o. fenilendiamina por razones 

técnicas, debido a que el lector de ELISA's con el cual se tra 

baj6, ten!a filtros para leer a 405 y 492 nm tlnicamente, y es 

a esta tlltima longitud de onda a la cual se lee dicho crom6ge-

no. 

ADHESION DEL ANTIGENO A LA FASE SOLIDA EN LA TECNICA DIG-ELISA 

Inicialmente se probaron las condiciones 6ptimas de adhesi6n -

del ant!geno a la fase sólida. Para esto se trabaj6 con los -

ant!genos modelo: ASB y gelatina, y como fase s6lida: cajas de 

petri de poliestireno y cloruro de polivinilo. 

La adhesi6n del antígeno a la superficie de la caja, se cuanti 

fic6 por medio de la diferencia en la concentraci6n de proteí­

nas, antes y despu~s de poner las muestras en 1as cajas de pe­

tri. 

Las condiciones probadas fueron: adhesi6n del antígeno en pre­

sencia o ausencia de glutaraldehído, en cajas de petri previa­

mente activadas o no activadas con polilisina. 

Los resultados obtenidos indicaron que la adherencia depende -
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de la naturaleza del plástico y del tipo de nt!geno que se -

trate, pues como observamos en las Tablas 3 4 la ASB se adhi 

ri6 me]or a las cajas de poliestireno, sin pi·evi.a activaci6n -

con polilisina y en presencia de glutaraldeh:do (32.8% de adhe 

si6n); mientras que la gelatina se adhiri6 m•jor a las cajas -

de cloruro de polivinilo, previa activaci6n ~en polilisina y -

en ausencia de glutaraldeh!do (33.3% de adhesi6n), por tal mo­

tivo, se decidi6 ensayar con el VRT parcialnente purificado y 

se observ6 que la mejor adhesi6n se logriS al utilizar cajas de 

poliestireno en presencia de glutaraldeh!do obteniendo 22.9% -

de adhesi6n. Con base en estos resultados ,e decidi6 utilizar 

estas condiciones en experimentos posterior~s. 

Tabla 3 

DETERMINACION DE LA ADHESION DE PROTEINAS , CAJAS DE PETRI DZ 

POUESTIRENO UTILIZANDO DIFERENTES CONDICiotlES EN DIG-ELISA 

a:tONl'RACICN c:nK!ENl'AAC 00 la!ESIOO 
DE PIDI'EINA * DE,._ -- 1\ ** 

m:J/ml rrq/m. % 

0.146 0.09 32. 8 

0.019 0.01. o.o 
0.125 0.111 8.8 

0.135 0.1315 o.o 
0.003 o. 003 o.o 
0.148 O. l• 8 o.o 
0.022 o. o·.2 o.o 

0.129 0.1·19 o.o 

0.138 o .138 o.o 
0.009 o. 007 22.0 

O:>noentraci6n de proteínas A'm::S (*) y DESPUES (**) de adherir las 
prote!nas. P= p:>liestireno sin activar; T= poliestireno activa:lo -
oon polilisina; l= i\SB (0.5 nq/caja) + glutaialdehido 0.225%; 2= 
i\SB (0.5 ng/caja); 3= glutaraldehído 0.225%; •=gelatina (0.5 rrq/ 
caja) + glutaraldelúdo 0.225%; 5= gelatina (O 5 m:J/caja). 
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Tabla 4 

DETERMINACION DE LA ADHESION DE PROTEINAS A CAJAS DE PETRI DE 

CLORURO DE POLIVINILO UTILIZANDO DIFERENTES CONDICIONES EN 
DIG-ELISA. 

CAJAS PETRI CXN:ENl'RllCICN Ol'ONl'Rl'CICN AOOESICN 
(CIDIUID DE POLIVINIID) or: PlUl'E1NA * IE ProrEINA ** 

ng/ml rrg/ml % 

el 0.148 0.148 o.o 
c2 0.022 0.022 o.o 
c3 0.129 0.129 o.o 
C4 0.138 0.136 l. 4 

es 0.009 0.009 o.o 
v1 0.157 0.148 5.7 

v2 0.184 0.184 o.o 
V3 0.129 0.125 3.1 

V4 0.138 0.138 o.o 
V5 0.009 0.006 33.3 

C= cloruro de ¡:olivinilo sin activar; V= cloruro de polivinilo activaiOO 
oon polilisina; 1, 2, 3, 4, 5, (*), (**) igual que en la Tabla 3. 

DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTIRRUBEOLA POR DIG-ELISA 

El siguiente objetivo fue intentar establecer las condiciones 

6ptirnas de trabajo para la cuantificaci6n de anticuerpos anti­

rrubeola por la t~cnica DIG-ELISA. 

Se utiliz6 el VRT parcialmente purificado y como antígeno con­

trol, sobrenadante de c~lulas no infectadas (SCT) y medio m!n! 

mo esencial (MM.E); todos ellos a dos concentraciones distintas. 

Los sueros de referencia para rubeola utilizados fueron: uno -
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con t!tulo de 4 por IHA (suero negativo) y otro con t!tulo de -

128 por !HA (suero positivo) dilu!dos 1:50, 1:200, 1:500 y 

1:2000. 

Los resultados se muestran en la Tabla 5, como podemos observar, 

no se encontr6 diferencia significativa entre los diámetros de 

la zona de reacción (ant!geno-anticuerpo) de los sueros positi­

vo y negativo. 

Al comparar los resultados obtenidos con los antigenos VRT y 

SCT, se observ6 que los diámetros de las zonas de reacci6n eran 

muy similares. Estos resultados se interpretaron como una alta 

inespecificidad en la uni6n ant!geno-anticuerpo. 

Con base en estos resultados se intentaron eliminar, o bien, 

abatir las uniones inespec!ficas lavando en forma diferente las 

cajas de petri. Los lavados se realizaron utilizando: agua de~ 

tilada, cloruro de sodio, soluci6n amortiguadora de carbonatos, 

solución amortiguadora de fosfatos salina y PBST20. Al mismo -

tiempo se intentaron bloquear tanto los sitios libres del sopoE 

te que permitieran la adhesión de componentes del suero o del -

conjugado enzimático, as! como, los sitios libres de uni6n del 

glutaraldeh!do utilizando las prote!nas: ASB, gelatina y ovoal­

búmina. Sin embargo, no se obtuvieron resultados satisfactorios. 

Finalmente, la DIG-ELISA se descart6 debido a que al trabajar -

con un lote de 15 cajas de poliestireno, en las mismas condici~ 

nes de concentración de ant!genos: VRT y controles; y dilución 

de las muestras de sueros, en cada una de las cajas de petri, -

los resultados obtenidos no fueron reproducibles, debido a que 

se observó que los diámetros de las zonas de reacci6n ant!geno­

anticuerpo variaron entre una y otra caja de petri, utilizando 

la misma muestra de suero 2 y 6 nun. 



35 

Tabla 5 

DIAMETROS DE LAS ZONAS DE REACCION (lllln) EN LA TECNICA DIG-ELISA. 

DILUCIONES DILUCIONES DE ANTIGENO 
DEL SUERO VRT SCT MMM 

1:50ª 1:200b 1:50 1:200 1:50 1:200 

1:50 20 20 20 19 o o 
1:200 16 16 

* 
17 15 o o 

1:500 14 13 13 13 o o 
1:2000 9 7 9 8 o o 

1:50 21 19 20 19 o o 
**1:200 15 14 17 16 o o 

1:500 14 13 14 14 o o 
1:2000 8 7 8 7 o o 

VRl'= virus de rubeola cepa 'Iherien ron 40 UH/caja (a) y 8 UH/caja (b); -
SCT== sobrenadante de células oo infectadas; r+E= rra:lio m1nino eseocial; · 
* suero negativo con título de 4 IBA; ** suero p:>Sitivo con ti:tulo de -
ua IHA. 

DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTIRRUBEOLA POR NC-ELISA 

Se realizaron algunos ensayos utilizando la técnica NC-ELISA. 

En éstos se utiliz6 el RVT parcialmente purificado y dos sue­

ros de referencia para rubeola, un negativo y un positivo con 

títulos de 4 y 256 IHA. Como soporte para el antígeno se pr~ 

baron 3 diferentes tipos de nitrocelulosa: Inmunoblot, 

Millipore y Schiller-Schwell; de éstos se eligi6 la membrana 

de NC Millipore, debido a que la coloraci6n entre los difere~ 

tes sueros se distingui6 más fácilmente que en las otras mem­

branas de nitrocelulosa. Sin embargo, los resultados obtenidos 
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al intentar establecer las condiciones 6ptirnas, para determinar 
los anticuerpos antirrubeola, no fueron satisfactorios al no en 

centrar relación alguna entre el título de anticuerpos por IHA 

y la intensidad del color del cromógeno transformado, por tal -
motivo, se descartó este inmunoensayo. 

SELECCION DEL SOPORTE EN LA TECNICA ELISA 

Inicialmente en la t~cnica ELISA se probaron cuatro diferentes 

soportes de poliestireno: Cooke, Nunc, Imrnulon I e Inunulon II. 

Se utiliz6 como antígeno el VRT y como controles la ASB, gela­

tina y una solución amortiguadora de carbonatos (SAC). Adem~s, 

se utilizaron dos sueros de referencia para rubeola, un negat.!_ 

vo y un positivo con títulos de 8 y 256 IHA respectivamente di 
luidos 1:10, 1:100 y 1:1000. 

Se determin6 la uni6n de los anticuerpos a los diferentes sopo! 

tes recubiertos con los diferentes antígenos, con base en las 

diferencias de lecturas de absorbancia entre los sueros posit.!. 

vo y negativo a 492 nm. 

Los resultados se muestran en la Tabla 6, como se puede obser­

var, la mayoría de los sueros positivos contra ruoeola dieron 

lecturas rn~s altas que los sueros negativos en las diferentes 

condiciones probadas. 

Cuando se utilizó SAC, la diferencia encontrada fue en un ran­

go de lectura de -0.025 a 0.080, con la ASB esta diferencia va 

ri6 de -0.035 a 0.097 y con la gelatina de 0.004 a 0.132. 

En algunas determinaciones, dicha diferencia fue mayor de O.OS: 
con SAC en las microplacas Cooke e Imrnulon I a una diluci6n de 

suero de 1:100; utilizando ASB en las microplacas Immulon II Y 

Cooke a una diluci6n de suero de 1:10 y 1:100 respectivamente 



SUERO 

SJlC 

ASB 

GEL 

VRl' 

~ 

ASB 

GEL 

VRl' 

UNIOO DE ANTICUERPOS /\ CUA'lro DIFERENl'ES SOPORl'ES DE POLIESTIREN> rux::uBIERID CCN DOS PIDI'EINAS 00 
A R!Jl3EX>LA 'i VRl'' 

e o o K E N u N e 
1:10 1:100 1:1000 1:10 1:100 1:1000 
+ .¡. + ;. + ;. + .¡. + " + ;. 

.076 .051-.025 .146 .226 ·ºªº .067 .094 .027 .174 .185 .011 .656 • 765 .009 .301 .347 .096 

.265 .300 ,035 .171 .225 .084 • 466 • 371 -. 035 .640 .697 .057 .270 .316 .046 .118 .146 ,028 

.321 .345 .024 • 376 .402 .026 .371 .433 .062 .169 .173 .004 .283 .299 .016 .227 .274 ,047 

.095 .105 .010 .192 .378 .186 .104 .228 .124 .165 .169 .004 .836 .988 .152 • 406 • 500 .09•1 

IMMULON I IMMULON I I 

1:10 1:100 1:1000 1:10 . 1:100 1:1000 
+ " + .¡. + .¡. + ;. + .¡: + 1= 

.265 .286 .021 .120 .190 .070 .056 .062 ,006 .343 .368 .025 .180 .218 .038 .075 .oso .005 

.158 .145 -. 013 .069 .106 .037 .045 .052 .007 ,327 .424 .097 .181 .126 -; 055 .083 .090 .007 

.379 .452 .073 .142 .274 .132 .128 .179 .051 .392 .439 .047 .158 ,255 .097 .142 .176 .034 

.532 .aso .318 .283 .467 ,184 .137 .172 .035 ,808 1.26 .452 • 397 • 537 .140 .176 .215 .039 

SJIC= soluci6n arrortiguadora de carlxmatos; ASB=s albCimina ~rica bovina; GEL= gelatina1 VRT- virus de rubeola cepa 'lberien; 

(-)= suero negativo oon t!tulo de 8 IHA; (+)= suero positivo oon t!tulo de 256 IliA; (116)= diferencia entre los sueros positi­

vo y negativo. Las lecturas fueron roodidas a 492 rm. 
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y con gelatina en las microplacas Imrnulon I a las diluciones -

de suero de 1:10 y 1:100 e Imrnulon II a una diluci6n de suero 

de 1:100. En las dem~s determinaciones la diferencia fue me­

nor de O.OS, por lo que se consideró insignificante. 

Al utilizar VRT en las microplacas Cooke y Nunc, se observ6 

una diferencia en lectura entre los sueros positivos y negati­

vos a la diluci6n 1:10 insignificante (0.010 y 0.004 respecti­

vamente), mientras que a la diluci6n 1:100 se obtuvo una dife­

rencia de 0.186 y 0.152; y a una diluci6n 1:1000 una diferencia 

de 0.124 y 0.094. En cambio al utilizar las microplacas 

Immulon I e Immulon II se observ6 una diferencia significativa 

en gradiente decreciente con respecto a la diluci6n del suero 

1:10, 1:100 y 1:1000, obteni~ndose una diferencia de lecturas 

de 0.318, 0.184, 0.035 para Immulon I y 0.452, 0.140, 0.039 pa­

ra Imrnulon II. 

Con base en estos resultados, se pens6 que tanto la microplaca 

Immulon I como la Imrnulon II, se podrfan utilizar como soporte 

en futuras determinaciones; se decidi6 utilizar la microplaca 

Imrnulon II debido a que present6 una diferencia ligeramente ma­

yor que la Immulon I en ensayos posteriores. 

DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE TRABAJO 

EN ELISA 

Para establecer las condiciones 6ptirnas de trabajo en la t~cn! 

ca ELISA, se prob6 el VRT a las siguientes diluciones: 1:5, 

1:10, 1:25, 1:50, 1:100; para cada diluci6n de antígeno se ut! 

!izaron dos diferentes sueros negativos con título de 4 IHA y 

dos sueros positivos con títulos de 256 y 512 IHA. Todos los 

sueros se probaron a las diluciones 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 

l : 160, 1 : 3 2 o y 1 : 6 4 o. 
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Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 7 y se esque­
matizan en la Fig. 2. 

En la Fig. 2A: se presentan las gráficas de las lecturas obte­

nidas al utilizar el VRT a una diluci6n 1:5; como puede obser­

varse, los sueros con anticuerpos antirrubeola dieron lecturas 

más altas que los sueros negativos; la diferencia entre ambos 

sueros es mayor a las diluciones de suero 1:10, 1:20, 1:40, 

1:80 que a diluciones mayores, sin embargo, no se observa una 

difetencia de lecturas entre los sueros positivos a pesar de -
tener tftulos diferentes. 

En las Figs. 2B y 2C, se muestran 1as lecturas obtenidas util! 

zando el VRT a las diluciones 1:10 y 1:25 respectivamente, al 

igual que en la Fig. 2A, se sigue observando una clara diferen 

cia entre los sueros positivos y negativos a menores dilucio­

nes de suero. 

En las Figs. 20 y 2E se grafican las lecturas obtenidas utili­

zando el VRT a las diluciones 1:50 y 1:100 respectivamente, c~ 

mo puede observarse, se encuentran diferencias mínimas entre -

los sueros positivos y negativos. 

En la Fig. 2F se muestra la gráfica de las lecturas obtenidas 

al utilizar el antigeno control que consisti6 de sobrenadante 

de c~lulas no infectadas, como se observa; todas las lecturas 

dadas por los sueros positivos y negativos a las diferentes di 

luciones 'fueron menores que con .VRT · ( 0.2). 

Con base en estos resultados, se decidi6 utilizar el VRT a una 

diluci6n 1:20 en experimentos posteriores. 



Tabla 7 

TITULACION DE ANTICUERPOS ANTIRRUBEOLA POR ELISA A DIFERENTES CONCENTRACIONES DEL 
VRT Y DILUCIONES DE SUERO. LECTURAS HECHAS A 492 nm. 

OILOCIOOES 
DEL SUEOO 

VRT 
1 : 5 1 : 1 o 1 : 2 5 1 : 5 o 1 : l o o CN 

A .. o • A .. o • A .Á o • A J. o • A " o • A .l o 
1:10 .455 .471 .686 .743 .515 .486 • 756 .839 .502 .426 • 712 .820 .502 .411 .640 .685 .563 .413 ,658 .667 .173 .148 .153 

1:20 .409 .400 .691 .713 .449 .410 • 700 .785 .438 .345 .626 • 714 .473 .376 .630 .608 .559 .401 .627 .561 .111 • Ll6 .1311 

1:40 .326 .318 .581 .698 .36.! .312 .566 .648 .388 .298 .608 .630 .437 .298 .608 .555 .449 .324 .618 .465 .083 .UB .161 

1:80 .309 .297 .578 .618 .312 .273 .520 ,562 .328 .270 .483 .476 .391 .232 .513 .449 .422 .267 .553 .404 .063 .097 .170 

1:160 .233 ,256 .467 .489 .250 .215 .501 .458 .287 .224 .476 .469 .314 .188 ,439 . 343 .339 .190 .476 .34') .04ll .079 .107 

1:320 .210 .213 .424 .350 .213 .213 .409 .344 .180 .198 .416 .371 .226 .173 .374 .;!98 .241 .176 .427 .276 .040 .0711 ,087 

1:640 .214 .203 .358 .280 .175 .188 .338 .267 .179 .178 .365 .274 .173 .150 .2')') .257 .177 .146 .324 .221 ,037 .061 .Oíl7 

-

• 
.11.! 

.088 

.075 

.068 

.071 

.05 

.045 

CN= sobrerrndant<.? ele c6lulas no infcctadns: A , A"' sueros ncrptivos con títulns de 4 1111\; º" suuro positivo 

con título <11• ;!56 1111\; '"' suero pouitivo con t1tulo de 512 1111\. 
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Flg. 2 Tltulacl6n de anticuerpos antlrrubeola por ELISA a diferentes concentraciones del VRT y 
dlluclonea de sueros. VRT 1:5 A; VRT 1:10 B; VRT 1:25 C; VRT 1:50 O; VRT 1:100 E; Antlgeno 
control F. 
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DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTIRRUBEOLA POR ELISA 

Una vez establecidas las condiciones de trabajo, se determina­

ron los anticuerpos antirrubeola en 90 sueros por la técnica ~ 

ELISA. Estos sueros tenfan un t!tulo desde menor de 4 hasta -

mayor de 512 por la prueba de IHA (ver material biol6gico). 

Todos los sueros se probaron a las diluciones: 1:50, 1:100, 

1:200, 1:300 y 1:600. 

Se utiliz6 el VRT parcialmente purificado y como ant!geno con­

trol, sobrenadante de células no infectadas, ambos dilu1dos 

1:20. 

Todas las determinaciones se hicieron por duplicado y se consi 

deraron ünicamente aquellas muestras cuya diferencia en la ab­

sorbancia entre los duplicados era menor de o.os. 

En las lecturas de absorbancia obtenidas, no se observó ningu­

na diferencia entre sueros positivos y negativos, por lo que -

no pudo establecerse relación alguna entre éstas y los t!tulos 

de IHA. Por tal motivo, los c~lculos para la determinación de 

anticuerpos antirrubeola por ELISA, se hicieron con base en la 

diferencia encontrada entre la lectura de absorbancia del suero 

probado en contra del VRT y la lectura del mismo suero en con­

tra del antígeno control. Cuando dicha diferencia resultó ne­

gativa se consideró como una lectura de absorbancia de cero. 

Los resultados se muestran en la Tabla B. 

COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS CON LAS TECNICAS DE 

ELISA E IHA 

Se compararon los resultados obtenidos en las técnicas ELISA e 

IHA. 

En las Figs. 3 y 4 se muestran los resultados obtenidos al 
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Tabla S 

DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTIRRUBEOLA POR ELISA. 

s U E R O 
MUESTRA 

1 :SO 1:100 1:200 1: 300 1:600 

1 (<:4) .os .01 .oo .03 .16 
2 11 

·ºº .01 .04 .06 .04 
3 11 .13 .13 .11 .13 .12 
4 11 ·ºº ·ºº .oo .01 ·ºº s 11 

·ºº .00 .oo .oo .Ol 
6 11 

·ºº .oo .oo .04 .06 
7 11 .06 • 00 .oo .oo ·ºº s 11 .10 .14 .16 .13 .lS 
9 11 .16 .15 .17 .lS • lS 

10 11 .01 .11 .12 .12 • lS 
11 11 .11 .17 .13 .lS .22 
12 11 .02 .10 .06 .02 • 02 
13 11 

·ºº NP NP NP NP 
14 11 

·ºº NP NP NP NP 
lS 11 

·ºº NP NP NP NP 
16 11 

·ºº NP NP NP NP 
17 11 ·ºº NP NP NP NP 
lS (4) ·ºº .oo .oo .oo .01 
19 11 ·ºº .oo .oo .00 .01 
20 1 

·ºº .12 .07 .12 ·ºº 21 . 04 .03 .04 .04 . 04 
22 ·ºº .09 .12 .os .10 
23 ·ºº .11 .os .00 • 01 
24 .06 .00 .oo .oo ·ºº 2S ·ºº .06 .02 .03 .06 
26 ·ºº .06 .os .12 .14 
27 .03 .oo .oo .03 ·ºº 2S 1 .02 .10 .oo .oo • 00 
29 11 

·ºº NP NP NP NP 
30 11 

·ºº NP NP NP NP 
31 (S) .16 .14 .os .19 .os 
32 11 .10 .13 .os .16 .14 
33 ti .23 .19 .17 .16 .20 
34 11 • 03 .os .11 .10 .09 
3S 11 .26 .23 .16 .10 .03 
36 ti .36 .34 .2S .18 .12 
37 11 

·ºº • 04 .03 .os .09 
3S 11 

·ºº ·ºº .16 ·ºº ·ºº 39 11 .os .07 .09 .09 .12 
40 11 

·ºº .oo .oo .oo .03 
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41 .18 .16 .21 .20 .22 
42 .13 .16 .17 .lS .14 
43 .14 .16 .17 .17 .lS 
44 .10 NP NP NP NP 
45 .16 NP NP NP NP 
46 .29 ~p NP NP NP 
47 .21 NP NP NP NP 
48 .2S NP NP NP NP 
49 .01 NP NP NP NP 
50 (16) .18 .25 .22 .12 .14 
51 .10 .07 .12 .02 .09 
52 .31 .33 .2S .19 .12 
53 .18 .25 .32 .21 .26 
54 .lS .04 .09 .18 .17 
55 .26 .20 .26 .30 .29 
56 .24 .22 • 23 .18 .18 
57 .oo .oo .00 .01 .07 
58 .14 NP NP NP NP 
59 (32) .os .13 .14 .14 .04 
60 ti .10 .21 .12 .11 .04 

¡ 61 11 .33 .32 .30 .2S .23 
62 ti .26 .16 .20 .19 .20 
63 " .07 .07 .12 .lS .18 
64 11 .11 .17 .16 .21 .16 
65 (64) .36 .30 .20 .21 .18 
66 ti .30 .23 .23 .11 .19 
67 11 .36 .35 .34 .18 .21 
68 11 .29 .26 .23 .23 .23 
69 " .28 .30 .27 .22 .14 
70 " .13 NP NP NP NP 
71 (128) .40 .20 .os .20 .22 
72 11 .45 .30 .34 .30 .12 
73 11 .28 .24 .2S .20 .14 
74 ti .39 .23 .27 .18 .18 
75 ti .35 . 34 .33 .38 .33 
76 11 .21 .25 .20 .19 .16 
77 11 .21 NP NP NP NP 
78 11 .13 NP NP NP NP 
79 (2S6) .41 .so • 36 .19 .os 
so 11 .29 .29 .18 .19 .06 
81 ti .25 .22 .20 .lS .11 
82 11 .34 .32 .26 .24 .18 
83 11 .41 .35 .45 .46 .26 
84 " .25 NP NP NP NP 
85 (Sl2) .20 .42 .33 .36 .26 
86 11 .45 NP NP NP NP 
87 (:>512) .43 .40 .41 .37 .34 
88 " .37 .37 .38 .23 .23 
89 11 .46 .45 .so .36 .39 
90 " .38 .36 .32 .18 .21 
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utilizar los sueros diluidos 1:50 y 1:100 respectivamente en la 

t~cnica ELISA, como podemos observar, la mayor concordancia en­

tre ambas técnicas, ocurre cuando los títulos de IHA son mayores 

de 8. Sin emabargo, a medida que la diluci6n del suero aumenta, 
dicha concordancia no se observa (Figs. 5, 6 y 7). 

Lo anterior se comprob6 al calcular el coeficiente de correla­

ci6n (r) entre ambas técnicas a las diferentes diluciones de -

suero utilizadas en la t~cnica ELISA. 

Para calcular r, se aplic6 logaritmo base 10 a los títulos ob­

tenidos por IHA y posteriormente se efectu6 el an~lisis de re­

gresi6n lineal simple. Los resultados se muestran en la Tabla 

9, como se puede observar, la mejor correlaci6n se obtuvo al -

utilizar los sueros diluidos 1:50 (r=0.799). 

Tabla 9 

COEFICIENTE DE CORRELACION (r) OBTENIDO AL COMPARAR LAS TECNI­

CAS ELISA E IHA A DIFERENTES DILUCIONES DEL SUERO PARA LA PRUE 

BA DE ELISA. 

DILUCIONES r DEL SUERO 

1:50 0.799 

1:100 0.796 

1:200 0.775 

1:300 0.713 

1:600 0.585 
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Ci\LCULO PARA LA DETERMINACION DE SUEROS POSITIVOS Y NEGATIVOS 

EN LA TECNICA DE ELISA 

F1nalr:-iente se calculó el valor umbral para considerar un suero 

positivo o negativo para rubeola, en la técn:ca ELISA. Para -

ello se obtuvo el promedio de las lecturas de absorbancia de -

los sueros negativos por IHA (menores de 4, 4 y 8) y con base 

a éste se decidió que un suero diluido 1:50 que diera valores 

de absorbancia<0.07 se consideraria un suero negativo. 
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Flg. 3 Comparación entre las técnicas ELISA e IHA en la determinación de anticuerpos 
antlrrubeola en 90 sueros diluidos 1 :50. 
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Flg. 4 Comparación entre las técnicas EUSA e IHA en la detennlnacl6n de anticuerpos antlrrubeola 
en 71 sueros dlluldos 1:100. 
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Flg. e Comparación entre las técnicas ELISA e IHA en la detennlnacl6n de anticuerpos antlrrubeola 
en 71 aueroa diluidos 1:300. 
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1 diagn6stico de rubeola basado anicamente en observaciones -

clinicas no es confiable, requiere comprobaci6n por el labora­

torio. 

La identificaci6n del ant1geno viral en secreciones facilitar1a 

el diagn6stico de la infecci6n en la fase temprana, sin embargo, 

aan no se dispone de técnicas que permitan hacerlo: por lo que 

se recurre a la utilizaci6n de m~todos indirectos, es decir, 

por la presencia de IgM o bien por el incremento en el titulo -

de la IgG durante la infecci6n: un aumento en un factor de 4 se 

considera como prueba concluyente de la infecci6n activa (Cremar, 
et. al., 1983). 

Las t~cnicas empleadas para la cuantif icaci6n de inrnunoglobuli­

nas séricas contra rubeola, presentan inconvenientes en su utili 

zaci6n a gran escala en los paises en desarrollo, la que sirve 

como referencia y se utiliza más frecuentemente es la IHA: sin 

embargo, tiene las desventajas de requerir antígeno en gran ca~ 

tidad, reactivos perecederos, discrepancia en los resultados ob 

tenidos en diferentes laboratorios, adem~s el tratamiento de 

los sueros para retirar inhibidores inespectficos trae como co~ 

secuencia la pérdida de algunas inmunoglobulinas antirrubeola, 

alterando asilos tftulos reales de estos (Kleeman, et. al.1983: 

Meegan, et. al., 1982; Vejtorp, 1978: Zartarian, et. al., 1981). 

Por tal motivo, se consider6 conveniente desarrollar una t~cni­

ca que tuvie~e la especificidad suficiente para detectar anti­

cuerpos antirrubeola, la sensibilidad apropiada para detectar -

la infecci6n activa y que al mi~mo tiempo cumpliese con los re­

quisitos de bajo costo y sencillez en su realizaci6n. 

Se decidi6 trabajar con los inrnunoensayos en fase s6lida, debi­

do a que presentan la ventaja de fácil adaptaci6n para determi­

naciones en gran escala, simplicidad y economta (Elwing, et. 

al., 1976) • 

Primeramente se intent6 adaptar la t~cnica DIG-ELISA, la cual 
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se ha reportado que permite identificar anticuerpos antiherpes, 

utilizando ant1genos parcialmente purificados (Jeansson, et. 
al., 1982). 

La posiblidad de utilizar antígenos impuros, facilitar1a la d~ 

terminación de anticuerpos antirrubeola, debido a que la obte~ 

ci6n y purif icaci6n del virus es un proceso muy laborioso y 

con bajo rendimiento. 

Al determinar los anticuerpos antirrubeola por la t~cnica 

DIG-ELISA, los resultados no fueron satisfactorios, principal­

mente porque el di:imetro de los halos de reacción obtenidos no 

fueron 9roporcionales a la concentración de anticuerpos anti­

rrubeola, además se comprobó que la unión antígeno-anticuerpo 

que se estaba detectando era inespec!fica, pues el recubrimie~ 

to de la superficie de la caja con cualquier prote1na era suf.!_ 

ciente para atrapar a las inmunoglobulinas séricas (Tabla 5). 

Las uniones inespec1f icas se intentaron eliminar o bien reducir 

utilizando diferentes t6cnicas de lavado, pero los resultados 

fueron negativos. Por otro lado, l~ reproducibilidad de esta 

técnica resultó baja, ya que al realizar simultáneamente 15 

pruebas bajo las mismas condiciones, se observó que los resul­

tados variaban considerablemente. 

·En algunas cajas se obtuvieron resultados parcialmente positi­
; ·::;s y en otras fueron negativos; por todos estos motivos se de 

.cidi6 descartar a la t~cnica DIG-ELISA. 

iTambi~n se intent6 adaptar la t€cnica NC-ELISA para determinar 

anticuerpos antirrubeola, siendo ~sta más sensible que la ELISA 

por una mayor capacidad de la nitrocelulosa para unir prote1nas 

comparativamente al poliestireno (Bode, et. al., 1984; Palfree, 

·1982); sin embargo, nuestros resultados no fueron satisfacto-

rios, pues no se encontró relaci6n alguna entre el titulo de 
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anticuerpos por IHA y la intensidad de color del cromógeno 

transformado, por tal motivo esta técnica fue descartada. Uno 

de los problemas quizá es el no contar con el equipo adecuado, 

por lo que el"manejo de los discos de nitrocelulosa fue dif!cil 

y su ruptura fácil, sobre todo en los lavados haciendo la téc­
nica tediosa y tardada. 

Finalmente se decidi6 utilizar la técnica ELISA para la deter­

minaci6n de anticuerpos antirrubeola. 

A pesar de que los reporte.sen la literatura se hace ~nfasis en 

la utilizaci6n de ant!geno puro en la técnica ELISA (Forghani, 

1979), en el presente trabajo se realiz6 con un ant!geno par­

cialmente puro, para ello se establecieron las condiciones en 

un experimento piloto,· utilizando el ant!geno a diferentes di­

luciones después de cosechado al igual que con el ant!geno con 

trol (Fig. 2). El ant!geno dilu!do 1:20 se prefiri6 por ser -

la diluci6n más econ6mica que daba aan buena diferencia entre 

los sueros controles positivos y negativos. 

Un factor muy importante en la técnica ELISA es la adhesi6n 

uniforme del ant!geno al soporte, en nuestros ensayos éste se 

adhirió en forma pasiva a la superficie de plástico. Se ha en 

contrado que existe una variabilidad en la adhesi6n entre pla­

cas hechas de diferentes plásticos; placas hechas del mismo 

plástico por diferentes fabricantes y además entre lotes de 

placas del mismo plástico hechas por el mismo fabricante - - -

(Shekarchi, et. al., 1984; Voll~r, 1983). Por tal motivo se 

decidi6 probar 4 cajas de importación y la reproducibilidad con 

la que se un!an diferentes prote!nas incluyendo el VRT a éstas 

(Tabla 6). Los resultados indicaron que con las placas 

Immulon II se obten!a una mayor adhesión; en experimentos pos­

teriores se observó que esta ad..~esi6n era reproducible, por lo 

que se decidió utilizar estas cajas. 

El manejo de datos y el reporte de resultados al trabajar con 
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la t~cnica ELISA es problemático: varios autores utilizan cri­

terios diferentes para diferenciar entre tttulos positivos y -
negativos (Voller, 1983). 

En este trabajo la concentraci6n de anticuerpos contra rubeola, 

se determin6 con base en la diferencia de lectura de absorban­

cia obtenida con el mismo suero, utilizando el anttgeno viral 

(VRT) y el ant1geno control; este cálculo se hizo en esta forma 

debido a que no fue posible relacionar las lecturas de absor­

bancia absoluta dada por los diferentes sueros y el tttulo por 

IHA. 

El umbral considerado para diferenciar entre sueros positivos 

y negativos para rubeola,se calcul6 tomando en cuenta el prom~ 

dio de las lecturas de absorbancia de todos los sueros con ti­

tulo de IHA igual o menor de 8, dicho promedio fue de 0.07, v~ 

lores iguales o mayores a esta lectura se consideran positivos. 

Al comparar los resultados obtenidos por la t~cnica ELISA a d! 

ferentes diluciones de suero, con los resultados de la IHA ob­

servarnos que la mejor correlaci6n se obtuvo utilizando los sue 

ros diluidos 1: 50 (r= O. 799) (Tabla 9). 

Los requerimientos más importantes de una prueba diagn6stica -

para la rubeola es que sea altamente especifica y sensible - -

(Castellano, et. al., 1981). 

Nuestros resultados indican que .de 49 sueros, 17 son falsos P2 

sitivos obteniendo un 65.3% de especificidad, mientras que de 

41 sueros anicamente 2 resultaron falsos negativos obteniendo 

un 95.1% de sensibilidad (Fig. 3). El nivel de significancia 

se determin6 con un 95% de confiabilidad. 

Los,resultados obtenidos permiten diagnosticar con una buena -

sensibilidad los casos de rubeola. Aunque los falsos positivos 
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fueron dnicamente 2, esto es importante ya que se puede decidir 

el no abortar en casos con problema; de tal manera que es dese~ 

ble incrementar esta sensibilidad para eliminar por completo 

falsos positivos, as! corno también sería útil incrementar la e~ 

pecificidad para eliminar los falsos positivos que representan 

interés también por el hecho de constituir individuos que son -

susceptibles todavía a la infección, la cual se puede presentar 

en embarazo posterior. 

Aunque existen equipos comerciales de diagnóstico de rubeola 

con sensibilidad y especificidad comparables con el método est~ 

diado aquí (Castellano, et. al., 1991), existen otros con mejor 

sensibilidad y especificidad. Hasta el momento, los datos obt~ 

nidos permiten predecir la factibilidad de desarrollar un méto­

do con la calidad deseada. 



APENDICE 



ACTIVO 

PREPARACION D~ LAS SOLUCIONES DE TRABAJO 

Alsever, Alsever, 1941 

pH 6.2 

(C
6

H
12

0
6

) 

loruro de sodio (NaCl) 

itrato de sodio (Na3c6HS07 º2H20) 

cido cítrico (C6H8o7 'H20) 

Aforar con agua destilada a 1000 ml y ajustar el pH. 

Auletta, Auletta, 1968 

pH 6.4 
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~ 

20.S 

4.1 

a.o 
O .SS 

REACTIVO .JI!_ 

Cloruro de sodio (NaCl) 9.0 

Cloruro de calcio anhídrido (CaC12) 

Sulfato de magnesio (Mgso4 "7H20) 

Aforar con agua destilada a 1000 ml y ajustar el pH. 

Cloruro de Sodioi Garve:i: 1 et. al.! 1977 

0.15 M 

REACTIVO 

Cloruro de sodio (NaCl) 

Aforar con agua destilada a 1000 ml 

PBS-Tween 20 (PBST20) 

REACTIVO 

:'ween 20 

~forar con PBS a 1000 ml 

LO 

LO 

..9!.. 

8.S 

...!!!... . 
o.s 



Reactivos Lowry, Lowry, et. al., 1951 

REACTIVO A 

Soluci6n A1) Carbonato de sodio (Na2co
3

) 

Hidr6xido de sodio (NaOH) 

Aforar con agua destilada a 1000 ml 

Aforar con agua destilada a 100 ml 

Aforar con agua destilada a 100 ml 
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_2!_ 

20 

4 

1 

El reactivo A es una mezcla de las tres soluciones antes men­

cionadas a la siguiente proporci6n: SO ml de la soluci6n A1 , 

O.S ml de la soluci6n A2 y O.S ml de la soluci6n A3• 

REACTIVO B 

Foltn-ciocalteu 

Agua destilada 

Soluci6n amortiguadora de acetatos, Gomory, 1955 

0.1 M pH 3.7 

Soluciones Stock 

ml 

l 

l 

A) Acido ac~tico glacial 0.2 M (11.5 ml de CH3COOH en 1000 ml 

de agua destilada). 

B) Acetato de sodio 0.2 M (16.4 gr de c2u3o2N2 en 1000 ml de 

agua destilada). 

Mezclar 45.3 rnl de la soluci6n A y 4.7 ml de la soluci6n B, -

diluidos en un total de 100 ml de agua destilada. 



soluci6n amortiguadora de carbonatos, Gomory, 1955 

0.1 M pH 9.6 

Soluciones Stock 
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A) Carbonato de sodio 0.2 M (21.2 gr de Na2co3 en 1000 ml de 
agua destilada) • 

B) Bicarbonato de sodio 0.2 M (16.B gr de NaHco
3 

en 1000 ml -
de agua destilada). 

Mezclar 16 ml de la soluci6n A y 34 ml de la soluci6n B dilu! 

dos en un total de 200 ml de agua destilada. 

Soluci6n amortiguadora de fosfatos, Gomory, 1955 

0.1 M pH 7.0 

Soluciones Stock 

A) Fosfato de sodio dibásico 0.2 M (53.65 gr de Na2HPo4·1u2o 

en 1000 ml de agua destilada). 

B) Fosfato de sodio monobásico 0.2 M (27.B gr de NaH2Po4 en -

1000 ml de agua destilada) 

Mezclar 61 ml de soluci6n A y 39 ml de soluci6n B diluidos en 

un total de 200 ml de agua destilada y ajustar el pH. 

Soluci6n amortiguadora de fosfato salina (PBS) , Gomory, 1955 

0.15 M pH 7.2 

REACTIVO -9.L 

Cloruro de sodio (NaCl) e.o 

Fosfato de sodio di básico (Na2HP04) 1.15 

~osf ato de potasio (KH2Po4) 0.2 

Cloruro de potasio (KCl) 0.2 

Aforar con agua destilada a 1000 ml 



Soluci6n amortiguadora Tris-HCl, Gomory, 1955 

0.1 M pH 7.6 

Soluciones Stock 

A) Tris (hidroximetil) arninometano 0.2 M (24.2 gr de c
4
H11N0

3 
en 1000 ml de agua destilada) 

B) Acido clorhídrico 0.2 M. 
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Mezclar 50 ml de la soluci6n A y 38.4 ml de la solución B di­

luidos en un total de 200 ml de agua destilada y ajustar el -

pH. 

REACTIVOS 

Procedente de Bioxon, S.A. Oaxaca, M~xico 

Agarosa, Cat. 165-5, Lot. 129 y AIAaCR 

Procedente de Difco, Detroit, E.U.A. 

Agar noble, Cat. 0142-01 

Procedente de J.T. Baker, S.A. de c.v., Xalostoc, Máxico 

Acido cítrico, Cat. 0110, Lot. M-36641 

Citrato de sodio, Cat. 3646, Lot. M-29760 

Cloruro de magnesio, Cat. 2444, Lot. M-30321 

Dextrosa anh!dra, Cat. 1916, Lot. M-32342 

Dimetilformarnida, Cat. 9221, Lot. M-30636 

Fosfato de sodio, Cat. 3818, Lot. 301913 

Procedente de Merck, S.A., Edo. de Máxico, M~xico 

Acetato de sodio, Cat. 6267, Lot. 803127 

Acido ac~tico glacial, Cat. 15850, Lot. 201354N 

~cido clorhídrico, Cat. 317, Lot. 209296R 

:arbonato de sodio, Cat. 106391, Lot. 206154R 

~~carbonato de sodio, Cat. 6329, Lot. 9719990 



Citrato de trisodio dihidratado, Cat. 106448, Lot. 21131 
Cloruro de calcio, Cat. 2382, Lot. 903385 
Cloruro de potasio, Cat. 204936, Lot. 106570N 
Cloruro de sodio, Cat. 6404, Lot. 206160R 

Etanol absoluto, Cat. 15853, Lot. 211430~ 

Fosfato de potasio rnonobásico, cat. 104873, Lot. 901018 

Fosfato de sodio dibásico anhfdro, Cat. 206586, Lot. 804353 

Hidr6xido de sodio, Cat. 6598, Lot. 214102R 

Perhidrol 30%, Cat. 7210, Lot. 1187417 

Sulfato de cobre, Cat. 2790, Lot. 6235N 

Tartrato de sodio y potasio, Cat. 108087, Lot. 103480R 

Tris (hidroximetil) aminornetano, Cat. 8382, Lot. 9660225 

61 

Procedente de Sigma Chernical Ca., St. Louis Mo., E.U.A. 

Alblirnina s~rica bovina, fracci6n V, Cat. A-9647, Lot. 71F-0356 

Alblirnina s~rica bovina, grado RIA, Cat. A-7888, Lot. 72F-03611 

Anti IgG-hwnana peroxidasa conjugada, Cat. A-8775, Lot. 32F-8855 

Diarninobenzidina, Cat. D-8001, Lot. 48C-0020 

Gelatina, Cat. G0510 

Glutaraldehfdo, grado II, Cat. G-6257, Lot. 81F-0106 

Kaolfn, Cat. M-7375, Lote lOlF-0412 

o. Fenilendiarnina, Cat. P-1526 

Procedente de Sigma de M~xico, S.A., M~xico, D.F. 

Folfn-ciocalteu, Cat. 2790, Lot. 030881-v 

o. Tolidina,Cat. 60551, Lot. 0583-a 

'l'ween-20, Cat. 64590, Lot. 03817z 
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