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INTRODUCC ION: 

Entre las posibilidades metodol6gicas de diagn6stico 
virológico, la serología tiene un lugar de particular impo! 
tancia especialmente cuando los pacientes (o las muestras) 
se encuentran lejos de los laboratorios donde se realizan -
las pruebas, lo cual dificulta y hace menos conveniente re­
currir al aislamiento viral, que por otra parte es el proc~ 
dimiento más concluyente. La serología es también la herr~ 
mienta fundamental para definir la incidencia de infeccio-­
nes virales en la comunidad, la necesidad de implantar pro­
gramas de inmunizaci6n y también para determinar la efica-­
cia de esos programas. La utilidad de procedimientos sene! 
llos para obtener especímenes adecuados para la realización 
de pruebas inmunoserol6gicas, ha sido reconocida.desde hace 
bastante tiempo; el primer antecedente bibliográfico que e~ 
contraremos en relación a este objetivo es el de Adams y 
Hanson (1), quienes en 1956 describieron un procedimiento -
para obtener muestras de sangre en discos de papel filtro, 
con el propósito de cuantificar anticuerpos neutralizantes 
contra el virus de la estomatitis vesicular. En su comuni­
caci6n estos autores hacen mención a una referencia previa 
(Stapp. and Berks, Phytopathol Z., 25: 47, 1948), de un tra­
bajo relacionado con anticuerpos contra un virus vegetal. 

Posteriormente, otros investigadores (2-6) han util! 
zado con éxito este procedimiento de recolección de mues-­
tras sanguíneas aplicado a_ pruebas de neutralización, fija­
ción de complemento, inhibición de la hemaglutinación e in­
munofluorescencia. Brody y colaboradores (6) realizaron 
pruebas de inhibición de la hemaglutinaci6n para anti-­
cuerpos contra el viru.s del sarampión, habiendo conservado 
los discos· de papel filtro saturados con oangre capilar y 

desecados a temperatura ambiente y congelados a -20° C has-
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ta por un año; Karstad y col. (2), sin embargo, hicieron 
notar la ~-.0ci:'sidad de realizar pruebas críticas para de­
terminar la estabilidad de anticuerpos adso~bidos en pa­
pel filtro bajo condiciones diversas de almacenamiento. 
Green y Opton (3) recolectaron muestras de sangre en pa­
pel filtro para determinar anticuerpos neutralizantes 
contra poliovirus tipos I, II y III, con buenos resultados 
y buena correlaci6n entre los títulos obtenidos en suero 
y en eluído del papel filtro, encontrando también que "En 
las circunstancias descritas, los anticuerpos son razona­
blemente e3tables, y se produce poco cambio en los títulos 
despu6s de varias semanas de almacenamiento·a 4° C". 

Llama la atención la escasa cantidad de comunicacio 
nes publicadas sobre estos procedimientos, y en particular 
sobre estudios sistemáticos relacionados con la estabilÍ-­
dad de los especímenes sanguineos obtenidos en papel fil-­
tro. 

Por otra parte, no hay dudas sobre la utilidad de 
estos procedimientos de muestreo, ya sea para pruebas de 
diagnóstico sérológico, para obtener informaci6n seroepi­
demiológica y para evaluar la efectividad de agentes inmu­
nizantes. Debido a que el sarampión es una de las en~erm! 
dades virales en vías de control, gracias a la utilizaci6n 
generalizada de excelentes vacunas de virus atenuados, se 
hace cada vez más importante la vigilancia epidemiol6g1ca 
en base a la confirmación por el laboratorio, de los casos 
de sarampión que aún se presentan, as! como la evaluación 
periódica de la efectividad de las vacunas utilizadas para 
la inmuaizaci6n, y todo ello representa la necesidad de o.E, 
tener .continuamente numerosos especímenes de sangre para -
las pruebas serol6gicas respe~tivas. 
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La posibilidad de utilizar especímenes de sangre 
total obtenida por punci6n capilar y adsorbidos en papel 
filtro constituye una simplificación importante respecto 
de la punción venosa; este procedimiento ha sido general 
mente bien aceptado tanto por los individuos de quienes 
se deben obtener los especímenes como por el personal de 
salud encargado de hacerlo, sobre todo cuando se trata -
de niños. Sin embargo, es fundamental establecer las 
condiciones 6ptimas de éonservación de los especímenes -
obtenidos de esta manera, y el lapso de tiempo durante -
el cual los anticuerpos específicos no sufrirán altera-­
ción alguna que se refleje en una disminución del título 
original, esto es, sin que se modifique su estabilidad. 
Estos son los objetivos de este trabajo, específicamente 
en relación a anticuerpos inhibidores de la hemaglutina­
ción contra el virus del sarampión. 

·.'. ··, 

·~ 
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I) LA ENFERr·:EDAD. 

El sarampión es una enfermedad exantem~tica muy corr 
tagiosa, que se trasmite por las secreciones conjuntivales 
y respiratorias. El virus penetra al organismo por el -
tracto respiratorio, se multiplica en el epitelio de dichas 
v!as y en el tejido linfoide regional diseminándose poste­
riormente por v!a sanguínea (viremia) hasta el tejido lin­
foide distante y algunos órganos. 

La multiplicación del virus en las v!as respirato­
rias origina, después del período de incubapión de 10 a 12 
días, los síntomas prodr6micos de malestar general, conJun 
tivitis, tos seca, irritación faríngea, fiebre (39-40°C) -
y manchas de Koplick, que son minúsculas manchas rojas con 
un centro blanco, localizadas en la mucosa bucal. Con la 
multiplicación generalizada del virus se intensificanestos 
síntomas y aparece la erupción roja maculopapular típica, 
primero en la cabeza y cara y a continuación en el tronco -
y extremidades. 

Los virus del sarampi6n pueden multiplicarse tambi~n 
en los linfocitos humanos,~lo cual sugiere que estas célu­
las desempeñan un papel en au diseminación en el cuerpo y 
en la patogénesis de la enfermedad, y quizá esto sea la 
causa de la leucopenia que se observa en la fase prodr6mica. 

Las lesiones, junto con la fiebre y el malestar, de­
saparecen al cabo de varios d!as en el mismo orden en que -
se manifestaron. El virus se excreta por las secreciones 
del aparato respiratorio y oculares, as! como por la orina, 
durante la fase prodrómica y hasta dos a tres días despu~s 
de la aparic16n del exantema. 
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El saramp16n suele ser una enfermedad .benigna, de 
terminación espontánea; sin embargo, la multiplicación -
del.virus en las v:!as respiratorias puede dar lugar a 
Croup, bronquitis o bronquiolitis, debiéndose la mayor -
parte de los casos graves a infecciones bacterianas que 
acompañan al cuadro viral y pueden producir otitis media 
y neumonía. La encefalitis es la complicación más grave, 
péro afortunadamente su frecuencia es baja en la mayoría 
de las epidemias (aproximadamente 1 en 10,000 casos); se 
presenta de 5 a 7 días después del exantema y es mortal ·­
en el 10% de los casos. Los pacientes que sobreviven su­
fren daño permanente en el sistema nervioso central, pre­
sentando por ejemplo epilepsia, parálisis, etc. 

Además, el virus del sarampi6n parece ser la causa 
de la Panencefalitis esclerosante subaguda, que es un t~ 
torno degenerativo crónico muy raro, que puede evolucionar 
durante ·varios años después de un caso típico de saramp16n 
no complicado. Existen evidencias que relacionan al virus 
del sarampi~n con esta enfermedad, por ejemplo: la presen­
cia de anticuerpos anti-sarampión en líquido céfalo-raqu! 
deo, la presencia de inclusiones nucleares y citoplásmicas 
~aracterísticas en 1as células cerebrales de los pacientes, 
en las que también se ha podido detectar el virus por inmu­
nofluorescencia •. El virus del sarampión también se ha aso­
ciado con esclerosis múltiple y lupus eritematoso. En la -
esclerosis, el suero del paciente presenta un título alto -
de anticuerpos contra el sarampión, y en el lupus eritemnt.Q 
so se ha detectado el virus en biopsias y rifirines extirpa­
dos de pacientes; si tuaci6n que hasta e.l momento no ha po­
dido ser explicada~ 

El rasgo predominante en la patología del sarampión 
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es la formaci6n de células gigantes multinucleadas que r~ 
ciben el nombre de células de Warthin-Finkeldey, algunas 
de las cuales llegan a tener 70 a 100 núcleos, con inclu­
siones nucleares y citopl~smicas eosin6f1las. 

Estao células características se encuentran en las 
secresiones nasalez durante la fase prodr6mica de la enfe! 
medad, así como en el tejido linfoide del tubo digestivo, 
principalmente en el apéndice, y se han observado también 
en ~1 esputo de pacientes con bronconeumonía de origen sa 
rampionoso. 

Las lesiones de piel y mucosas que apárecen duran­
te la infección pueden ser de etiología viral, o bien de­
berse al efecto de complejos inmunes formados por el virus 
y los anticuerpos. 

Las manch.as de Koplick se producen por una infiltr! 
ción inflamatoria de células mononuclearesen las gl~ndu-­
las de la submucosa. La erupc16n se debe a la prolifer~~­
ción del endotelio capilar con exudaci6n de suero hacia la 
epidermis, de modo que las células epiteliales presentan -
vacuolas, se necrosan y forman las vesículas. 

II) EL AGENTE PATOGENO. 

Los virus del sarampi6n son generalmente esféricos, 
con un diámetro de 120 a 250 nm; poseen una nucleocápside 
helicoidal de 17 nm de diámetro contenida dentro de una en 
voltura cubierta de peplómeros. Su genoma esta constitu:ído 

Por una cadena simple de RNA, rica en uracilo, con un PM -. 6. . 
de 6.2-6.4 .x 10 daltons y con un .coeficiente de sediment! 
cicSn de 50 s. 
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Su compos1ci6n proteica es similar ~ la de loa P! 
ramixovirus, y contiene 6 polipéptidos estructurales con 
un PM de 4.57-7.56 x 104 d; su envoltura es de naturale­
za poliproteica. Poseen una hemaglutinina y carecen de -
neuraminidasa. 

Los virus de saramp16n tienen una densidad de aprox~ 
madamente 1.23 g/ml., y un coeficiente de sedimentación de 
200 a 300 s; son estables a pH entre 5.0-10.5 (siendo el 
6ptimo de 7) durante 3 horas y a OºC. Se inactivan en 4 -
días a 37ºC co~ formaldehído dilu!do. con luz UV, desoxi­
colato de sodio, éter etílico al 20%. acetona al 50%. Ta~ 

bién se inactivan rápidamente con luz visible en ausencia 
de proteínas estabilizadoras. 

La estabilidad de este virus at.mEnta a medida que -· 
se reduce la temperatura de conservación; las cepas vacu­
nales atenuadas requieren pequei'ias cantidades de prote!nas 
y 11ofil1zac16n para conservarse activas por un mínimo de 
un afto a temperaturas ordinarias de refrige~aci6n {4•BºC), 
condiciones indispensables en la práctica para su manejo -

. adecuado. 

III) PROPIEDADES ANTIGENICAS. 

Todas las cepas que se han estudiado pertenecen a un 
solo tipo antigfnico y a pesar de su similitud morfológica 
no existe relac16n antigifoica del virus .del sarampi6n con -
otros paramixovirus humanos, aunque sí la tiene con el vl?'IJn 
canino del moquillo (distemper) y el de peste bub6nica (r1!2_ 
derpest) • 

. ·Se pueden separar de la partícula viral un antígeno . . . 

soluble tiJador del complemento que sé encuentra en la nu· . . 

cleoc4pside, una hemol1s1na y una hemoaglutinina. 



8 

Los virus del sarampi6n son capaces de aglutinar -
eritrocitos de mono a 37ºC y no se eluyen espontáneamente 
de las células aglutinadas puesto que los virus no conti!t 
nen neurominidasa¡ esta propiedad tiene gran importancia 
práctica en la prueba inmunoserológica de 1nhibici6n de -
la hemaglutinaci6n. 

La hemolisina no solo hemoliza los hematíes de mo­
no sino que además induce la fusi6n de las células en cu! 
tivo ln vitro, es decir, da lugar a la form&ción de célu­
las gigantes multinucleadas (Hall y Martin, 1974). 
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CGNSIDERACIONES GENERALES: 

El saramp16n es una enfermedad generalizada en todo 
el mund@ que ataca principalmente a los niños en edad pre­
e:scolar ~ escolar, y por su facilidad de contagio hace ne­
¡ce:sar11ll tt<0111ar medidas epidemiológicas. 

Si bi~n es cierto que en nuestro pa!s se na logrado 
y.a \llr.l control parcial de este importante problema de salud 
p.Úbllca, todavía se presentan numerosos casos de la enfer­
medad en niños no vacunados; el sarampi6n es una enferme-­
idl·a:a ¡peligrosa por las complicaciones a que éstá'. expuesto -
el individuo infectado, por lo cual consideramos convenie!!. 
1t-e ocuparnos de las características del padecimiento y del 
~ente causal, de algunos aspectos patogénicos y epidemio­
ló,gicos, de la respuesta inmune, de los recursos preventi-
17,o.s -existentes y de las pruebas de laboratorio útiles p~ra 
su d1agn6stico, para establecer de esa manera la utilidad 
e importancia del procedimiento de muestreo objeto de este 
'tr.abajo. 

' •. ~· 

\.·,,· 

. ··' .. :.,.:·; •.·.•," 

. ·.:·.~/..:: ~· ,.,:'.; '·," 
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IV.- ASPECTOS INMUNOLOGICOS. 

La infección por virus de saranp16n confiere una 1rlll.in1dad durad! 
ra, aurx¡ue algunas investi{!jlciooes seroep1dem1ol6glcas han demostrado 
que existen personas cai un título de Ac ant1-saran¡>i6n nefP.tivo, a pe­

sar de haber sUfrido la infección. It>s anticuerpos cire.ulantes apa:re:!en 

de 10 a 14 d!as desp00s del contagio, es decir, cuarrlo se presenta el -

exanteUB, y alcanzan el título náx1roo cuando este de~e. El título 
de Ac neutralizantes, fijadores del caiplemento e inhibidores de la he­

mglut1nac16n se mantiene alto 'a partir de la segunda semana. la roort!!_ 
lldad par saranpioo or1g1nada por neunm!a de células gigantes, es e le"!! 
da en n1ik>s con deficiencias 1ml.lnol6g1cas de los linfocitos T¡ en ta­
les casos es canín que no se presente el exantema característico. 

Ia qor gravedad que con 1'recuenc1a se observa en pacientes con 
saranp16n en países o regiooes subdesarrollados, es atribu!ble en ~chos 

casos a la desnutrición. 

V.- DIAGNOSTICO DE LABORATORIO. 

El d~stico del saranpim generalmente se hace con base en el 
cuadro cl.!nico característico, y la confimacioo por el laboratorio se -
realiza con fines' de investigaci~, en aquellos casos de adultos en los 
que la enfermedad es m& grave y el d~stico difícil, y con fines ep! 

demiológicos. F.sta Última apl1cac1& resulta nés ilrt>ortante a medida -
que se reduce. la frecuencia de la enfennedad caoo cónsecuencia del uso 
masivo de vacuna. 

n.inmte la rase prodr6nica se puede establecer un diaf116st1co rá 
pido y sencillo demstrando la presencia de las células de Warth1n­

P1nkeldey en nuestras de raspado de la 111.1Cosa nasal; tantiim se han -

utilizado t~nicas de 1rnu1onuorescencia para identificar antígenos vi 
ralea específicos procedent~~-"Je la nucosa nasal y de conjuntiva. -

. ···1 ' . . 

El d1ae')'l6sttcóserol6gíco puede hacerse titulando los enticuer-
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pos tanto en la fase aguda caro en la convalesciente nediante pruebas 
de neutralización, fijación del conplemento o !HA. Si el título de Ac 
específicos en la nuestra de fase convalesciente es 4 veces mayor -
(o má'.s) que el título en la fase aguda, puede hacerse con certeza el 
diagnóstico de saran;>ión. 

El diagnóstico definitivo puede hacerse por aislamiento del virus 

en cultivos de células a partir de secreciones de nasofaringe del en­
ferrw, aunque aislar el virus a partir de estas nuestras es l'lllY difí­
cil. Después de 2 días de la aparición del exanteim es inútil inten­
tar el ais~amiento del virus, excepto quiz~ de la orina, por lo que -
no es un proced:l.miento diagnóstico de rutina. 

El aislamiento se puede realizar en cultivo pr.llnario de riñón de 
roono o de riñ6n humano y en líneas celulares Hep-2 y Vero. El efecto 
citopatogén!co (F.cP) consiste en la aparici6n de células g!gantesnu1, 
tinucleadas con inclusiones eosinófilas nucleares y citoplasmá'.ticas, 
rodeadas de una zona clara o halo, y pueden presentarse tant>ién célu­
las estrelladas o fusifonnes con inclu~iones eosinófilas. 

VI.- EPIDEMIOLOGIA. 

El saranpión es end~co en el nuncio entero, pudiendo presentar­
se en cualquier época del año aunque es ~ can1n al final del invie!_ 
no. El huésped natural es el hali>re y puede transmitirse a 11a1os. F.s 

esenci.a.lm2nte una enfernedad infantil, aunque puede afectar tant:>16n 
adultos no !munes. 

Las epidemias en países desarrollados se presentan cada 2 a 3 -
años y en países subdesarrollados ocurren anualmente debido al !ncre 

. . -
mento continuo de población infantil susceptible de contraer la enfe!_ 
medad, por lo que resulta nás ·rd:cil que se establezca la cadena de -
transmisión del virus en .1a camnidad.· Las características ep1dem1o16 . . ·. ·. . . . -
gicas del saranpi6n han caili>iado·notablemente·en países o reg1C11es -
donde ha .sido utilizada la· vacuna en forma extensa, al grado 
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que se ha logrado reducir mis del 90% el núnero de casos de la enfeJ'IT!! 
dad y ya no se producen situaciones epidémicas. Las pruebas de labora­
torio, caro parte de las actividades de vig.llancia epider.d.ol6g.lca, son 

absolutamente esenciales para. lograr el control del saranpiái, y se -
utilizan con 2 prop6sitos principales: 

A) Obtener 1nfonnaci6n sobre la efectividad de las vacunas aplica­

das a la poblaci6n susceptible. 

B) Precisar el diag16stico de los casos sospechosos de saranpi6n, 

cada vez nenes .frecuentes y poi' lo tanto nás 1Jlt:>Ortantes desde el punto 

de vista epidemiol6gico. 

La d1sem:1naci6n del virus ocurre vía las micro-gotas expulsadas del 

aparato respiratorio, durante unos cuantos d!as antes y después del co­

mienzo del exantema. 

Fn_regiones éisladaS dome el saranpi<Sn no es eooérnico, la introduc 
. ·-

ci6n del virus origlna la infeccioo en adultos tanto caoo en n!OOs, y 

por lo tanto la roorbilidad y roortalidad sm llllY altas debido a caipliC! 

clones que suelen presentarse en los adultos. 

VII.-PREVENCION Y CONTROL 

C1Jando el núrrero de individuos susceptibles de enfennar a.urrenta, 

se presentan en la carmidad epidemias a 1ntel'V8los · de algunos ·años. 
&1 caso de epidemia se puede administrar globulina gmma hiperirm.lne, 

que-produce imunidad pasiva y transforna la enfennedad en otra vari~ 

dad, hasta del tipo abortivo, según 18. dosis y el nanentó de la adm.ini,!! 

traci6n. Sin ad:>argo. la imLln1zaciá1 pasiva es costosa y el producto -

biolcSgico no es f~il de conseguir• por lo que tal recurso debería de­

jarse ~lo para casos en que haa un alto riesgo de que el enf'enno pueda 

sufrir_ un cuadro cl!nico 111.lY grave, cail> suele ser el caso de pacientes 

conalgtln tipo de ~munodepresicSn • 
.. No se conoce. ningún tratamiento específico contra el ~ión. -
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Eil cuanto a ~das profilácticas existen las vacunas de virus atenll! 
dos, que resultan rruy eficaces como la que se eJ?plea en la República 
Mexicana. Esta vacuna se administra en una sola dosis y puede ir sola 
o cari:>inada con las vacunas de rubeola o parotiditis. 

La vacunación se :recomienda en los niños mayores de 9 a 12 treses, 
ya que si se :realiza antes los Ac matemos interfieren y disminuyen la 

eficacia de la vacuna, haciéndose necesario en estos casos una revac!!. 
nación. 

I.a vacuna confiere una protección por lo roonos de 4 a 5 años> ~ 
ro si durante este período se tiene contacto con cepas silvestres del 
virus o se padecen infecciones subcl!nicas, estos factores evitan que 
el título de Ac disminuya originándose as! una irmmidad duradera. 

Los lactantes con defectos congénitos del timo son especialnente 
susceptibles a infecciones generalizadas y a neurrw:>rÚS. por virus del -
saranplón. 

VIII GENERAI.JDADF.S SOBRE LA PRUEBA DE lNHIBICION DE LA HEMAGLUrJNACION. 

La prueba de inhibic16n de la hemaglutinaci6n se basa en la neu­
tra.11zaci6n relativanente específica, de la hemaglutinina viral por Ac 

presentes en el suero. El efecto de 1nh1bidores no espec!t'icos debe -
ser lóglcanente reducido al m!niJro a fm de elevar la reproducibilidad 
de los t!tulos de anticuerpos, y ello puede lograrse mediante diversos 

procedimientos: 

1.- Inactivación a 56ºC durante 30 minutos. (De esta tm11era se -

eliminan inhibodres tenoolábiles). 

2 .- Tratamiento cm productos enzimltticos cam la tripsina o la -
llamada enzima destructora del receptor,. que cm .rreCuenciél pennite eli 

. ' . . . -
minar a los 1nh1b1dores tenmestables. 
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3.- Tratamiento con sustancias absorbentes del tipo del caolín, 
capaces de renx:iver fisicoquímicanente los 1nh1bidores 1nespec!f1cos 
sin alterar la CCJl1'.>0S1ci6n del suero. 

4.- Absorción de factores hemaglutinantes 1nespec!ficos por ~ 
dio del mf.sm:> sistena celular que se va a utilizar en la prueba de -
la inhibición de la hemaglutinaci6n, antes de poner en contacto el -
suero y el antígeno viral. 

Esta prueba (IHA) constituye un método sencillo y preciso para 
.. ·evalxmr··ia --presencia· de "Áé · inhibidores de la hemaglutinaci6n en sueros · 

hUJ11U1os o animales y la cuantif1cac16n de Ac inh1bidores de la hemagl~ 
. tinac16n pennite establecer la condición inrrun1taria del individuo. 

La porciái activa de la partícula viral ha recibido el narbre de 
hemagl.utinina que es una proteína ant:lgénica. El principio activo de 

la hemaglutinina parece ser la enzina neu:ram1nidasa, la cual reacciona 

con el icido neuram!n:lco (rucopollsacárido), tant>iá-1 llamado sustancia 

receptora, de los eritrocitos. Si ~stos son sensibles a la aglutinina 
e8pec!rica del virus, se produce el renáneno de la hemagl.utinaci6n que 

es.apreciable a sinple vista. La prueba prqd.anente dicha se realiza, 

de manera :reS\1111da, catD sieµe: con el suero tratado se hacen dilucio­
nes seriadas en una placa de riitcrot1tulac16n usando microdilutores de­
bidamente calibrados. A cada dilución cootenida en su respectivo pozo, 

se afta.den 4 "unidades hemagl.utinantes" (UHA) del virus a probar, utiÍ.! 
zando. una mlcropipeta, y se agregan en la misrm. forne los eritrocitos 

de la especie animal apropiada. Fata placa se incuba a tenperatura ad~ 
cuada, lo surtciente para qúe se sedimenten los eritrocitos y pueda 1!) 

terpretarse el título -de anticuerpos, que es la recíproca de la mxilm. 
d1luci6n capaz de inhibir coopletamente la cantidad ~ de hena­

glut1nina espedN.ca (Fig. No. 1). 

La prueba de DfA es 111.tY sensible y, cm excepci6n de los torJ;lvi­

rus, específica. Mide solamr!t'lte _anticuerpos que se 'unen· directamente -
a la hemagl.utininil viral (es decir, a las puntas de las proyecciooes -
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ESQUEMA REPRESENTATIVO DE LA TECNICA DE 

INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION 

Fl9ura No.1 

Ca .. /M9•• 
-Sot. PBS 
-·-Problema tratado 
- --Anti9•no sarampión 
· · · · · Suspensidn de erl trocitos al 0.5 º/o 
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-de los peplórneros de la ~oría de los virus con envoltura), y posibl~ 

mente también aquellos que se unen a otros antígenos tan estrecharrente 
contiguos a la hemaglutinina que el Ac puede inhibir la hemaglutinación 

por obstáculo estérico. En :resunen: la prueba de la IHA es sencilla, -
econ6rnica y rápida, adenás de ser el procedimiento serol6gico de eleSE., 
ción para cualquier virus que causa hemaglutinaci6n específica. 

IX.- CONSIDERACIONES SOBRE LA PUNCION CAPILAR. 

Este procedimiento para la obtenci6n de Illlestras sanguíneas est~ 
tomando cada d.Ía más in;lortancia, pues en CaJt>araci6n con la punc16n -

venosa presenta ventajas, caoo las que a continuación se enuzreran: 

1) f.i0tterial: la punción capilar requiere lancetas desechables, t2 
rundas de algodón humedecidas en alcohol, y el naterial para absorber. 
en tanto que la punción venosa requiere jeringas hipodénnicas y agujas· 
estériles, ligaduras o torniquetes, torundas de algod6n humedecidas en 

alco~l, tubos de ensaye para colectar las nuestras. 

2) Sencillez: la punc16n capilar es nás sencilla y rnpida en rel! 

ci6n a la punción venosa, no s6lo por lo que toca a la tana de la ltlle! 

tra sino tant>ién por su manipulación, pues en el pr:brer caso basta de­

jar que seque la sangre inpre~ en el papel filtro y después suarda!: 
la en un recipiente apropiado, y en el segundo es necesario separar el 

suero y eliminar las células sangu~eas por centrifugaci6n, y luego -
congelar por lo menos a -20ºC o ref'rigerar ·si la prueba se va a reali­

zar en las siguientes 24 horas. 

3) Tral.Dllatisroo: I..a punc16n capilar produce nenos traumatiSJID al 

paciente, por lo que resulta nás aceptable tanto a ~ste cam al perso­

nal encare:Jido de tanar las 111.lestras. Esta ventaja es particulannente 
iq:>ortante en el caso de niños r.uy pequeños o de personas en quienes -

la punción venosa presenta problel!BS por el c~libre de las venas acce­

sibles o por otras razones. 
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4)~.: La punci6n capilar es bastante más barata que la pun­

ción venosa. 

Cabe rooncionar que los especírrenes recolectados por punción cap! 
lar y absorbidos en tiras de papel filtro presentan taJ!Dién las vent!!, 
jas de traslado y alm3.cenaje, factores irrportantes en encuestas sero­
epidemiológicas. 

fflATERIAL Y MEl'ODO: 

A.- Vaterial biolóeico. 

Se obtuvieron 10 ml. de sangre con anticoagulante (2 ~· de ci­
trato de sodio/1 ml. de sangre) y 2 ml. más sin anticoagulante, de la 
miSJJB punción venosa, de 10 voluntarios escogidos al azar sin inpo:r­

tar antecedentes de vacunación. 

De los 10 ml. de sangre con anticoagulante se procedi6 a inpreg­

nar por capilaridad tiras de papel filtro EDEROL 3105 de 1 cm. de an­
cho por 10 cm. de largo, obserVal1do que 0,1.15 ml. de sangre total es -
la cantidad requerida para cubrir total.Irente dicha tira. Esto nos in­
dica que tenemos absorbidos 0. 045 ml. de sangre total X 1 cm2, Se de­
jaron a teJ!l)eratura ant>iente hasta desecaci6n carpleta (aprox. 3 - 4 
horas) , se guardaron en recipientes he:méticos apropiados y se lleva­
ron a diferentes telli>eraturas (taJ1)eratura ambiente, refrigeraci6n a 
4°C y congelación a -20ºC). 

tes otros 2 ml. de sangre. sin ant1coagulante fueron centrifuga­
sos y se les separó el suero para su t1tulaci6n inlrediata (título ba­
se). 

Se obtuvieron adenñs eritrocitos de roono verde africano (Cerco­
ph,Ytecus aethiops) procedentes del Instituto Nacional de Virología de 
la S.S.A., por ser los nás sensibles a la aglutinina del virus de sa­
ranp16l. 
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B.- Solución amortiguadora de fosfatos (PBS con Ca++/r'g++). 

NaCl •.•••••••••••••.••••••••• 8.000 g. 

Na2HP04 • 7H2o ............... 2.160 g. 

KCl •....•..••••.•.•.....•.•.• O. 200 g .. 

CaC12 anhidro •••.••.••.•••••• 0.100 g. 

P.~12 • ~o ................. 0.100 g. 

As!JJa destilada ••••••.•...•..• c.b.p. 1000 ml. 

Esterilizar por filtración y conservar a teJ'll)eI'atura de refrigera­
ción ( 4°C). 

C.- F.quipo y material de laboratorio: 

Microdilutores de ••..••••.••. 0.025 ml. 

Micropipetas de • .. • • .. .. .. • .. O. 025 ml. 

Placas de microtitulación con cavidades de fondo en "V" 
Estufa para :incubación a . . . • • 37º0 

Refrigerador a ••••••••••..••• · 4°C 
Congelador a ................. -20°0 
Centrífuga (se uso una CHRlm' modelO cl!nico}. 

Tubos de ensaye de 12 x 75, 13 x 100 y 16 x 150. 

D.- Metodolog!a. 

D.1.- Preparación de la suspensidn de eritrocitos de mono. 

Tomar una alícuota de eritrocitos de mono, lavar 3 veces con 
PBS Ca++/Mg++ (1500 rpm - 10 minutos). Después del último lava­
do hacer una suspensión al 50% (ejemplo: 2.5 ml. de ·paquete ce­

lular/ 2.5 ml. de solución amortiguadora). Guardar en refriger~ 
ción hasta el momento de su uso. 

En el manento de llevar a cabo la prueba de DiA se prepara una -
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suspensión de eritrocitos al 0.5% (9.9 ml. de soluci6n amortiguadora 

+ 0.1 ml. de eriiorcitos al 50%). 

D.2.- Titulación del Antígeno. El antígeno del sarampión, obtenido -

de 1\Jente corrercial con un título original de 1:128, se titula por -

duplicado para corroborar dicho título de la siguiente manera: 

1.- Colocar en una núcroplaca de f'ondo en ''V" una gota de 0.025 

ml. de PBS Ca++/JV'ig++ a 10 cavidades de 2 hileras. 

2.- Temar con el núcrodilutor una gota (0.025ml.) del antígeno y 

colocarla en la primera cavidad, mezclar con 100vimientos rot~ 

torios, pasar a la siguiente cavidad y así sucesivamente hasta 

la última, descartando 0.025 ml. de la última dilución. 

3.- Agref!Pl' 0.05 ml. de eritrocitos al 0.5%. 

4.- Agitar cuidadosamente e incubar a 37ºC durante 90 minutos. 

s.- Leer e interpretar. El título es la nrucima dilución del -. . 
ant~geno que produce hemaglutinaci?n parcial ( .±. ) , y se coD_ 

sidera que esa dilución contiene una unidad hemaglutinante 
. (1 UHA). 

F.n la figura No. 2 se presenta en fonna esquenática el result~ 

do obtenido experi.roontalmente, cor.roborándose el t~tulo indicado por 

la casa productora (Instituto Behring). 

Para la prueba de la inhibición de la hem:ig1utin~ci6n se requiere 

que el ant1geno tenga una concentración de 4 UHA, que al· m:!zclarse con -

un volunen igual de cada dilución del suero problema tratado, dará la -

concentración final de 2 UHA. 

Para detenninar la d11uc16n de trabajo del antígeno (que debe co!)_ 

tener l¡ UHA). se ha.ce el cálculo siguiente: 

Título del antígeno (1:128) = 
. t¡ UHA 

.. 
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TITULACION DEL ANTlGENO 

Fi9ura No. 2 

, 2 3 4 5 6 7 8 9 10 e G 88 8 
~:2 1:4 1:9 1=16 1:32 1:54 1:129 1:255 1:512 1:1024 

TITULO DEL ANTIGENO 1:128 

: ._,_·. 

·.,.:' ... ~ ' . . ' ' ·, , 
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D.3.- Elución de las muestras. 

2 2 Se cortaron fragmentos de 2.2 cm de largo x 1 cm 
de ancho (0.1 ml. de sangre total en 2.2 cm2 de papel fil 
tro). Después se cortaron en pedazos más pequeños, de ma­
nera que la superficie de contacto con el eluyente fuera 
mayor. 

Se agregaron 0.4 ml. de eritrocitos de mono al 50%, 
dejándose eluir durante toda una noche a temperatura de -
refrigeración. El volumen final de suero es de 0.2 ml. 
aproximadamente y el otro 0.2 ml. corresponde a células 
rojas (tomando en consideración que partimos de ~n volumen 
"O" o seco). El título de la dilución final es de 1:4. 

Por otra parte, para obtener los "títulos base" a -
partir de los sueros, estos se trataron de la siguiente -
manera: 

En un tubo de 12 x 75 mm medir 0.2 ml. de suero pr~ 
blema y 0.05 ml. (2 gotas con la micropipeta) de eritroc! 
tos al 50%. Mezclar y llevar a 4°c durante 1 hora, agita~ 
do c.ada 15 minutos. Centrifugar a l~O rpm 15 rainutos y 

utilizar el sobrenadante para la prueba de IHA. En este -
caso se considera que la dilución inicial es 1:2. 

D.4.- Prueba de Inhibición de la Hemaglutinación. 

Se basa en que los anticuerpos específicos conteni-­
dos en el suero reaccionan con el antígeno (virus del sa-­
ramp16n) y después, al ponerlos en contacto con los eritr2 
citos, pueden observarse dos reacciones diferentes:· 

a) Si el suero contenía los Ac específicos necesarios 
para inhibir la acción hemaglutinante del virus sobre los -
eritrocitos, no se observa aglutinación de éstos. 
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b) Si el suero no conten!a anticuerpos específicos -
inhibidores de la hemaglutinación. la aglutinina viral -
quedará libre y producirá la aglutinaci6n de los eritro­
citos. 

La prueba se realiza de la siguiente manera: 

1.- Colocar la placa de microtitulación en sentido 
horizontal y agregar una gota de PBSCa++/Mg++ en 

6 cavidades de cada hilera. con una micropipeta 
de 0.025 ml. 

2.- Tomar con un microdilutor 0.025 ml. de uno de los 
sueros a probar. y colocarlo en la primera cavi-­
dad de una hilera, mezc.lar con movimientos rotat2 
rios de izquierda a derecha y pasarlo a las sigui~ 
tes cavidades en sentido vertical, repetir esta 
maniobara para cada uno de Íos especímenes, desear 

. . -
tando los 0.025 ml. de la última dilución que se -
encuentra en el microdilutor. 

3.- Agregar una gota de antígeno (micropipeta de 0.025 
ml.) previamente titulado y diluído·a contener~ -
UHA por unidad de volumen; mezclar cuidadosamente 
y dejar reposar 1 hora a temperatura ambiente. 

1' .- Adicionar 1 gota (micropipeta de O. 02.5 ml.) de sus 
pensidn de eritrocitos al 0.5%, mezclar e incubar 
a 37ºC por espacio de una hora y media • 

. 5.- Leer e interpretar. 
En cada determinac16n de este tipo debe incluirse 
un control (+),un control (-). un control de eri­
trocitos y un cootrol de antígeno. I.Ds controles (+) y (-) 
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se tratan de la misma manera que los sueros problema. 

Control de eritrocitos: colocar 1 gota de PBSCa++/Mg++ más 1 gota 

de eritrocitos al 0.5% en 6 cavidades de la mic:roplaca (se puede hacer 
tarrbién nada nás en 3 cavidades); mezclar muy bien (una. vez que hayan -

sido roontadas todas las pruebas y denás controles) y observar al térmi­
no del período de incubaci6n a 37ºC. No deberá haber aut0aglutinaci6n, 
es decir, las 6 cavidades deberán roostrar un botón bien definido; si se 
observa cualquier grado de autoaglutinaci6n la prt.ieba no es satisfacto­
ria. 

Control de antígeno: Agregar una gota (O. 025 ml. ) de PB.fa++ /Mg++ 

a cada una de 6 cavidades de la placa; con un microdilutor de 0.025 ml. 
pasar esta cantidad de antígeno diluído, que contiene l¡ UHA, a la pr~ 
ra cavidad. Mezclar por rotación del microdilutor y pasar éste a la s~ 
gunda cavidad, y así sucesivairente, descartando 0.025 ml. de la última 
dilución; agregar a cada cavidad 0.025 ml. de la suspensi6n de eritroc_! 
tos de irono al 0.5%, m.:zclar bien y obsérvar e interpretar después del 
período de incubación. De hecho es una titulaci6n del antígeno, pero a 
partir de la dilución de trabajo. Si la dilución es correcta deberá oE_ 

servarse aglutinación total en la primara cavidad, parcial en la segunda 
y casi nada en la tercera; las tres Últimas cavidades deberán mostrar -
botón ca1pleto. Eh la figura No. 3 queda esquematizada la manera en que 

se corre e interpreta una prueba de inhibición de la hem-'.lglutinación. Eh 

el caso de los problemas (Pp P2, P
3 

P4) el t.1'.tulo de anticueIT>Os ant1-­
sararrp16n es el siguiente: 

pl - 1:8 

p2 - 1:16 

P3 - <1:4 

P4 - Neg. 
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"LA DILUCION DEL SUERO MAS ALTA QUE HAYA INHIBIDO 
COMPLETAMENTE LA AGLUTINACION DE LOS ERITROCITOS, 

·CORRESPONDE AL TITULO DE ANTICUERPOS _EN EL SUERO". 



lt\ 
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PRUEBA oe INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION 

Flgur4 No. 3 
• 

10 t1 
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RESULTADOS 

los títulos obtenidos tanto en los sueros {título base) caoo en los 

eluldos de las ruestras absorbidas en papel filtro se encuentren en los 

cuadros (1~2, 3), que corresponden a las distintas condiciones de coo­

servaciá:i de las tiras de papel filtro 1npre81Jadas con las nuestras de 

punclón -capilar. 

rcaJD puede verse en el cuadro No. 1, las muestras (1~2,3, 6 y 9) -

conservadas a telll)eratura ambiente no IOOdificaroo su título original de 

Ac espec!ricos aún después de 68 d!as de obtenidas las Jl'llestras; las -

otras '5 mn.iestras sí redujeron un título original, pero cabe hacer notar 

'Q\2 :!¡,de ,ellas i(l¡,5,7 y 10) tuvieroo un título ncy bajo (i.:4)-de&dé. el 

principio .. por lo que no resulta ilógico que se hayan negat1vizado. 

En ·eJ. caso de las muestras conservadas a !iºC (cuadro No. 2) sol.ame.!! 

11ie ];as !l'lllestras (5, 7 y 10} se negp.tivizaron, con la circunstancia ya -

ner:ida:iada de que sus títulos originales fueron rwy bajos. Aún cuarxlo 

la .d!frer.encia es ln.lY pequeñá, nos queda la 1npresi6n de que la conseÑ! . 

1ción de las muestras a tenperatura de· refrigeraci6n influye favorabl.eme!! 

te en la estabilización de los anticuerpos presentes en ellas. Sin E!lli>8! 
@O, . seda necesario realizar pruebas a plazo más largo para tener la c~ 

teza de que se logra efectivamente una estabilizaciál mis prolongada.· 

Fil el cuadro No. 3 pueden verse los resultados obtenidos en las t1-

'Wlac1ones de anticuerpos cuando las nuestras .t\leron conseNadas bajo 

ocniiciones a -20"C; en este caso se llevaron a cabo solamente 2 dete! 

mmaciooes de anticuerpos los d!as 33 y 68 · a partir del d!a "O", pal'­

tiendo de la suposición de que en esas condiciQ'les debería obtenerse una 
llEl;Vor estabilidad de los anticuerpos absorbidos en el papel filtro. A -

partir de nuestros resultados, pal"elJe no existir diferencia en la estab! 
uda.d cuando las 1111estras son conservadas ai.0c oa -2()°C; de hecoo .. los 

t!itulos respectivos son absolutanente .tliuaies al cabo de;. 68 días, pero -

es necesario insistir én que solarrwmte corriendo pruebas. a plazos mi& 

"· 



CUADRO 1 

TITULOS OBTENIDOS EN LAS MUESTRAS CAPILARES CONSERVADAS ~ TEMPERATURA AMBIENTE 

os:as transcurridos a partir del dla "º" >t.aestra 
5' 7' 12' 19' 26' 33' 40' 47 1 54 1 61' 68 1 

·-

1 1:8 1:8 . . 1:8 1:8 1:8 1:8 1:16 1:16 1:16 1:83 1:4 

2 1:8 1:8 1:16. 1:16 1:8 1:16 1:16 .1:16 1:16 1:8 1:8 

3 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:32 1:16 1:16 1:8 1:8 

4 1:4 1:4 1:8 1:4 1:4 1:4 1:4 1:8 1:4 Neg Neg 

5 1:4 1:4 1:4 li4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 Neg Neg 

6 1:4 1:4 . 1:8 1:8 1:4 1:8 1:8 1:8 1:4 1:4 1:4 

7 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 Neg Neg NeCJ 

8 1:16 1:16 1:16 '1:16 1:16 1:16 1:32 1:32 1:16 1:16 1:4 

9 1:16 1:16 1:16 '1:16 1:16 1:16 1:32 1:32 1116 . 1:16 1:16 
-· 

10. 1:4 114 1:4 1:4 1:4 1•4 1:4 1:4 1:4 Neg Neq 

Para fines pr.tct:ic:m, un Utu~o < 4 .• CQ"lsidera Nm\TIVO 
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CUADRO 2 

TITULOS OBTE~IDOS EN LAS MUESTRAS CAPILARES CONSERVADAS A REFRIGERACION A 4ºC 

. 

.batra Dtaa transcurridos a partir del dla "O" 

S' 7' 12' 19' 26' 33' 40' 47' 54' 61' 

1 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:16 1:16 1:8 l:s 

2 1:8 1:8 1:16 1:8 1:8 1:16 1:16 1:16 1:8 1:16 

3 1:16 1:16 1:16 1:16. 1:16 1116 1:32 1:16 1:16 1:8 

4 1:4 1:4 1:8 1:8 1:4 1:8 1:4 1:8 1:4 1:4 

s 1:4 1:4 1:8 1:4 1:4 1:8 1:4 1:8 Neg Neg 

6 1:4 1:4 1:16 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 . 1:4 1:4 

7 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 Neg Neg 

8 1:16 1:16 1:16 1116 1:16 1116 1:32 1132 1:16 1:16 

9 1:16 1:16 1116 1:16 1:16 1:16 1:32. 1132 1:16. 1:16 

10 1:4 114 1:4 114 114 114 114 114 Neg Neg 

.".' 

68.' 

118 

1:16 

1:16 

1:4 

Neq 

1:4 

Neq 

1:16 

1116 

Neg 
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·CUADRO 3 

TITULOS OBTENIDOS EN LAS MUESTRAS CAPILARES CONSERVADAS EN 

CONGELACION A -20°C 

Titulo D!as transcurridos a partir del d!a "O" 
Muestra base 

33 68 

1 1:16 1:16 1:8 

2 1:16 1:16 1:16 

·3 1:16 1:32 1:16 

4 1:4 1:4 1:4 

5 1:4 1:4 Ne9 

6 1:8 1:8 1:4 

7 1:2 1:4 Neg 

8 1:32 1:32 1:16 

9 1:32 1:32 1:16 

' 10 1:4 1:4 Neg 

Para fines pdcticos, un titulo < 4 se con~,idera negativo. 
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FIGURA 4 

CCERELACICll DE RESULTAOOS 
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largos podría definirse coo certeza si en alguna de estas 2 cood1ciones 
de conservaci6n se logra;-ern~fecto, una estabilidad nás proloogpda. 

Desde el punto de vista práctico, la seguridad de que las nuestras 
de sangre obtenidas por punci6n capilar pueden conservar sus anticuer­
pos, sin pérdida del t:!tulo, por 2 iooses cuando roonos, representa un 
eleroonto 1Jtportante de confianza en los resultados cuarxio las pruebas 
de laboratorio no pueden realizarse en seguida, o cuando por otras ~ 

zones es preferible o conveniente acumular nuestras durante alg\Ín 

tienpo antes de proceder a las titulaciones de anticuerpos. 

La correlación de los resultados obtenidos en las nuestras por PU!! 

c16n venosa y por punc16n capilar rué rruy satisfactoria, según puede 

verse en la figura No. 4, ya que en ningÚn caso la diferencia f'ue na­

yor de una diluci6n. 

CONCLUSIONES 

1) El procedimiento para: obtener nuestras de sangre por punción -

capilar presenta algunas ventajas sobre el procedimiento de punción V!:, 

nosa, en particular mayor sencillez y aceptabilidad tanto para el pa­

ciente caoo para la persona encargada de obtener la rruestra, nenas tra~ 
natismo y irenor costo tanto por concepto de ne.teriales cano de tienpo. 

2) La nmú.pulac16n de las nuestras obtenidas por punción capilar, 

en las condiciones nencionadas, permite disponer de un material biol~ 
gl.co satisfactorio para la.dete:Mninación cuantitativa de anticuerpos -

inhibidores de la heneglutinac16n contra el virus del sara11t>ic5n, y mu.v 
probablenente lo anterior sea aplicable a muy diversos antfgenos vira­
les y de otra naturaleza. 

3) Las 111.testras absorvidas en.papel filtro y cooservadas a ten¡>e­

ratura ant>iente en recipientes he~ticos, se rmntienen estables. desde 

el punto de vista de un contenido de anticuerpos específicos por un pe 

rÍodo aprox1Jmdo de 6 senenas en el C880 de l!lleBtras COO título. original 



~bajo. 

4) La estabilidad de los anticuerpos específicos presentes en las 

nuestras conservadas tanto a 4°C COOD a -20°C no 100stró diferencia -
apreciable al térnd.no de 68 días a partir de que fueron obtenidos, ~ . -
ro no se descarta la posibilidad de que a plazos má'.s largos si pueda 

dernostrarse una diferencia apreciable. 

5) Una vez demostrada la estabilidad de las llllestras obtenidas en 

esta forma, resulta nuy recomendable el procedimiento sobre todo en el 

caso de niños pequeños y cuando se van a realizar estudios de tipo ep,! 

demiológico o pruebas de efectividad de vacunas. 
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