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RESUMEN

El diagndstico de infecciones virales basado dnicamente en observaciones

clinicas no es confiable y requiere su comprobacién por diagndstico de la-

boratorio.

Las infecciones de dengue y rubedla se confunden por sintomatologia clinica.

El dengue es endémico en zonas tropicales y subtrapicales de nuestro pais,

es trasmitido al humano por medio de la picadura de la hembra hematdfaga
del mosquito Aedes aegyty . Anualmente se reportan epidemias que han inca-
pacitado a miles de individuos pero existe la amenaza de que aparezcan sin-

dromes graves y fatales de presentarse una reinfeccidn por diferente serotipo.

La rubedla es una enfermedad exantematica leve, que generalmente se presen-
ta en la infancia, pero que puede presentarse a cualquier edad. La infeccién
de rubedla en mujeres embarazadas suceptibles a la infeccién ocasiona efectos
teratogénicos al feto, presentandose abortos, mortinatos o el nacimiento de ni-

flos con el sindrome de rubedla congénita.

Es importante el control de estas dos infecciones, para evitar consecuencias

graves que pueden ser fatales por confusién en el diagnéstico clinico.

Se estudiaron 71 pacientes con diagndstico clinico de dengue y negativo por se-

rologia de los cuales 10 pacientes presentaban altos titulos de anticuerpos anti-

rrubedla indicativos de infeccidon activa.

Se comprobé por reduccién con 2-mercaptoetanol y fraccionamiento en gradien-

te de sacarosa que 7 de los 10 pacientes padecian la infeccidn por primera vez



y que 3 pacientes presentaban una reinfeccidn.




La mayoria de las de las infecciones virales presentan sintomas clinicos
similares, dificultando asi la identificacion del agente etiologico.(7)(13)
Por lo que el diagndstico confiable sélo se obtiene a través de la informa-

cién proporcionada por estudios de laboratorio.

La necesidad de disponer de un diagndstico confiable de las infecciones vi-
rales se ha hecho mas evidente en los Gltimos afos, debido en parte, a que
actualmente se disponen de drogas antivirales especificas que facilitan e! con-
trol de la infeccion en fase temprana y facilitan la prescripcién del tratamiento
adecuado que debe darsele al paciente. Ademds el identificar el agente etio-

- logico permite establecer las medidas de proteccidn que deben implementarse

para evitar su transmisién en el ambiente hospitalario y en la comunidad {28)(35)

Las técnicas utilizadas tradicionalmente en el diagndstico de laboratorio, re-
quieren de equipo y material costoso, de personal entrenado y presentan el
inconveniente del tiempo requerido para la obtencién de resultados, por lo ge-
neral se requieren de varios dias (2 é 5); la utilidad de identificar al agen-
te etiologico es mds bien retrospectivo. »

Estds inconvenientes han favorecido el desa.rrollo de técnicas rapidas de la-
boratorio para el diagndstico de in‘fecciones virales. La'_drganizacién Mundial
de la Salud ha definido como "técnicas de diagndstico rdpido en infecciones
virales" a aquellas que dan resultados satisfactorios en pocas horas (de & a 8
boras), & diferencia de Ia's técnicas convencionales que requieren de varios dias

para tener resultados.(19X28)(46)



4.
E! disgndSstico viral rdpido ofrece ventajas sobre los métodos convencionales
entre ella~: 1) La identificacion oportuna del agente etiologico responsable de
fa infecc1dn, ayuda a prevenir infecciones nosocomiales y su transmisién, prin-
cipalmente en infecciones que suelen ser asintomadticas o en aquellas que presen-
tan sintémas atipicos, 2) El manejo apropiado del paciente basado en el diagncs—
tico rdpido de la infeccidn, permite una reduccién en la meorbilidad y mortali-
dad, 3) La facilidad en el manejo del material biologico, debido a que estas
técnicas no se fundamentan en la multiplicacidn viral por lo que no requieren

de particulas infecciosas. (19X46)

ESTRATEGIAS_Y_TECNICAS UTILIZADAS EN_EL_DIAGNOSTICO DE_LABORA-

TORIQ.

Las estrategias que se utilizan en el diagndstico de laboratorio de las infec-

ciones virales son de dos tipos: el método directo, el cual se basa en la iden-
tificacion y aislamiento del virus o de sus componentes y el método indirecto,
que permite la identificacion del agente infeccioso a través de la respuesta in-

m-ne que presenta el organismo a la infeccién viral (39)(41)

Para ambos métodos, se ha enfatizado en la utilizacidn de técnicas inmunolo-
gicas en virtud de que se obtienen resultados confiables en pocas horas, son sen-
sibles, especificas y no requieren personal altamente capacitado.

WMétodos Directos.

E1 agente etiologico puede identificarse como tal o bién a través de los cam-

Bios que origins la infeccidén viral en la célula.



a) Visualizacion del Virus.

La visualizacion del virus puede realizarse con el microscdpio electrdnico. La
morfologia caracteristica de algunos virus puede identificarse al observar el
especimen en el microscdpios ademds es posible incrementar el contraste utili-
zando agentes que difracten el haz de electrones y no alteren el virus. De es-
ta manera se han identificado algunos virus y se han relacionado con la sin-
tomatologia clinica que presentan{I1X7)

La identificacién viral puede hacerse directamente en las muestras clinicas, sin
embargo requiere de altas concentraciones virales y componentes frecuentes en
el material biologico suelen interferir en la identificacién del agente infeccioso .
Ademds se disponen de recursos que facilitan la identificacion del virus, como
unir anticuerpos especificos al virus y observar directamente el complejo anti-
geno-anticuerpo o bien uniendo el anticuerpo a un marcador y asi incrementar

la sensibilidad de identificar el complejo antigeno-anticuerpo.(2)

b) Aislamiento del Virus.

E! aislamiento del agente infeccioso de muestras clinicas se logra a través de
su multiplicacidén en sistemas bioldgicos, frecuentemente se utilizan: cultivos
celulares, huevos embrionados de pollo y animales de laboratorio. (17)

Antes de 1950, el huésped frecuentemente utilizado para el cultivo de virus
humanos era ei huevo embrionado de poilo, téchica implementada pbr Good-
pasture en 1931. La mayoria de los virus conocidos durante esa época eran
capaces de proliferar en células de las membranas embrionarias, el amnios,

el alantoides, el corién o el saco vitelino.(17)



En la actualidad el huevo embrionado de pollo es usado raramente en el

diagnéstico viral, ya que se ha remplazado por los cultives celulares.

En 1949, Enders, Weller y Robbins, descubren que la multiplicacidn del virus
de la polio en cultivos celulares originaba alteraciones citoldgicas reconocibles

y especificas, que permiten la identificacidon de diferentes virus por los cam-
bios que producen en las células en las cuales se multiplican. La utilizacién de
cultivos en lineas celulares ha revolucionado el diagnéstico de enfermedades vi-
rales, el desarrollo de vacunas y avances en el conocimiento de la multiplica~
cién viral y de la interaccion virus-celila. (17)39)

Al igual que lJos hyevos embrionados de pollo, los animales de laboratorio prac-
ticamente han desaparecido, en la actualidad en los laboratorios de diagndstico
se utilizan cultivos celulares que son mas ficiles de manejar y muchos mas ver-

satiles; sin embargo , para el aislamiento de virus como coxsackie y arbovirus

se utilizan ratones lactantes.(17)

c) Determinacion de la Multiplicacién Viral por Camibios Originados en la Celdla.

La infeccidn viral ocasiona carﬁbios en cultivos celulares, los cuales son de
tres tipos: 1) Inteccidn citdécida, en la cual fa infeccidn origina muerte celular;
2) Infeccién no citdcida de estado estacionario, en esta las celllas producen vi-
rus sin afectar cqnsiderablemente el metabolismo celufar y 3) Transformacion
Celular, en la cual el virus no mata a la celdla pero altera permanentemente

sus caracteristicas y permanece el genoma viral en la celdla infectada.(17}(39)

Las alteraciones citologicas producidas en cultivos de lineas celulares por algu-

nos virus es lo suficientemente caracteristicos y puede utilizarse como crite-~



rio confiable para el diagndstico.

El efecto citopatico (ECP) del virus se debe a la accién destructora de pro- -
ductos del virus e la célula que infecta. e
Mientras algunos virus producen cambios en las membranas celulares, otros dan
como resultado la fusion de celdlas infectadas con cell(las vecinas no infectadas,
formando sincicios (células gigantes con muchos nicleos), otros virus producen
cuerpos de inclusidn.(17) ‘ »

Dependiendo de los virus que los origine tales inclusiones pueden ser simples o
multiples; grandes o pequefias; redondas o de forma irregular; internucleares

o intracitopldsmicas; acidofilas o basofilas. Los cuerpos de inclusiones virales
mas caracteristicos son las inclusiones citopldsmicas encontradas en celdlas in-
fectadas por péxvirus, paramixovirus, reovirus y el virus de la rabia y las inclu-

siones intranucleares producidas por el virus del herpes y adenovirus«{17)
dY Determinacién de la Presencia de Componentes Virales.

La cuantificacion de componentes virales en celdlas, tejidos y fluidos corporal es,

puede utilizarse en el diagndstico de infecciones virales.(2)

De los componentes virales, los que se han utilizado comunmente en el diagnds-
tico de laboratorio son proteinas virales, enzimas especificas codificadas por el

virus y los Acidos nucleicos. (2)



Métodos Indirectos.

Los métodos indirectos se basan en la respuesta inmune del huésped a la infec-

cion viral. En estos se determina la concentracion de inmunoglobulinas virales.

Una primoinfeccion se diagndstica midiendo la concentracién de inmunoglobuli-
nas M. La determinacién de una infeccidn se determina al observar un incremen-

to en un factor de 4 veces del titulo de fase aguda a fase convalesciente. (12)

La determinacién de inmunoglobulinas se hace por medio de la deteccidn de la
reaccién antigeno-anticuerpo. La sensibilidad de la reaccidn puede incrementar-
se si a uno de los componentes de la reaccidn se acopla un marcador que puede
determinarse a bajas concentraciones. Los marcadores generalmente utilizados
son: fluoresceina en la técnica de Inmunofluorescencia (IFA); isotopos radiacti-
vos en la técnica de Radioinmunoensayo (RIA) y enzimas en la técnica de Ensa-

yoinmunoenzimatico (ELISA). (41)

La interaccién antigeno-anticuerpo puede cuantificarse a través de la reaccidn

secundaria, es decir determinar el efecto de dicha unidn, las técnicas comun-

mente utilizadas son: Fijacion de Complemento (Fc); Inhibicion de la Hemagluti-

nacion (IHA) y Neutralizacién de la Infectividad viral (Nt).

Fijacién de Compiemento.- Esta técnica nvolucra dos reacciones, la primera es
la interaccidn del antigeno con su anticuerpo especifico al llevarse a cabo esta
reaccién tija complemento, la segunda reaccién involucra la presencia de comple-

mento no fijado que puede adicionarse aeritrocitos sensibilizados con hemolisina

produciendo hemolisis.
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Inhibicion de la Hemaglutinacidn. Algunos virus tienen la capacidad de aglutinar
eritrocitos de ciertas especies animales. Si hacemos reaccionar el virus con su
anticuerpo especifico, esta capacidad se inhibe debido a que estos bloquean los

sitios de interaccion con los eritrocitos.

Neutralizacién.- Los anticuerpos neutralizan: la infectividad del virus previnien-
do la adsorcidn del virus a lineas celulares y observandose la presencia o ausen-

cia de dafio celular.

Algunas de estas técnicas ya han sido remplazadas por su inespecifidad y baja
sensibilidad o por las dificuitades que implican el realizarlas en algunos labora-

torios comp Neutralizacién, Fijacidon de Complemento e Inmunofluorescencia.
Otras presentan riesgos y requieren equipo especial como Radicinmunoensayo. Sin

embargo la Inhibicidn de la Hemaglutinacidn y Ensayoinmunoenzimético ofrecen

ventajas por ser rapidas, faciles de realizar y especificas. (17) (39)

Sintomatologia_Clinica_Originada_por_ Diferentes Virus.

El cuadro clinico de diferentes infecciones virales resulta muchas veces confu-
so, tal es el caso de infecciones como rubedla, dengue, sarampidn, varicela,
exantema subito, infecciones por echovirus, cosackivirus, adenovirus, parami-

xovirus, reovirus, €ritema infeccioso, escarlatina, etc. Cuadro No. |
(1 u)Y17%27)



CUADRO 'NO. '}

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL EN DENGUE Y RUBEOLA

EXANTEM

A
DISTRIBUCION

ENFERMEDAD PERIODO CARACTERISTICAS DISTR DURACION Y PRUEBAS
PREXANTEMATICO LESIONES RE- DIAGNOSTICAS
SIDUALES.
DENGUE Habitual no Maculopapulas ro- Aparece en el  Persiste de 3 a 5 Elevacién de ads.
existe. sadas de 1 a 3 mm. tronco y se ex- dias, sin dejar Aislamiento del
tiende a cara lesiones. virus.
extremidades.
RUBEOLA Habitual no Maculopapulas ro- Se inicia en la Persite 3 dms Elevacmn de ads.
. existe o pasa desa- sadas de | a 3 mm, cara y cuello de.an del
percibida la linfade- poco intensas y con  y se generali- o ninguna desca- vurus.
nopatia. poco tendencia a la za a todo el camacidén.
confluencia. cuerpo.
SARAMPION Fiebre, rinorrea Maculopapulas rojas  Se inicia en el Pers:ste durante Elevacidn de ads.
. tos, conjuntivitis, de 2 a 5 mm inten- cuello y se ge- a 6 dias de)an- Aislamiento del
durante 3 a 5 sas. neraliza de arri do manchas cafés  virus.
dias. ba a abajo. y descamacién
furfuracea.
VARICELA No existe. Maculopipulas, que Tiende a ser Persite de 3 a 5 Elevacién de acds.
desaparecen en po- centripeta, tron dias, con romph— Aislamiento del
: cas horas y apare- co, brazos caciones cutdneas. _ virus. .
EXANTEMA Habitualmente no La mayona con exan Generalizado Desaparece en 2 de- ads.
POR existe. En algunos tema parecido al de de raplda pro- & 3 dias sin dejar  Aislamiento del
ENTEROVIRUS. cuadros producidos rubedla. Algunos sero gresion. lesiones. virus.
por virus Echo, pue tipos de Echo, causan
de haber fiebre po- vesiculas de 2 a 3mn
co_elevada.
EXANTEMA Fiebre elevada Se inicia en el Desaparece en 24  Ninguna.
SUBITO. durante 3 6 & tronco y se ge 6 48 horas sin de-
dias. neraliza en po- jar lesiones.
cas_horas.
ERITEMA Habitualmente no Maculopidpulas rosa- Se inicia en las Persiste por 5 é WNinguna.
INFECCIOSO. éxiste. das de | a 3 mm, meullas y un 7 du’as Reca:das
radeadas por halo dia desp en por
palido. extremidades. icritantes cutaneos.




Sintomatologia Clinica del Dengue. H.

- Fiebre : comienza bruscamente y se mantiene sostenida a un nivel de
39 a 40°C, y dura sastenida de 2 a 7 dias.
- Manifestaciones hemomrdgicas: petequias, pdrpura trombocitopenica, esquimo-

sis, epistaxis, hemorragias en las encias, hematemesis o melena, prueba posi-
tiva del torniquete.

Hepatomegalia es mas de 90% de los casos de adultos y 60% en Jos nifios.
Estados de Choque, con inquietud, estremidades frias, pulso rapido y dé-
bil.

Artralgia, mialgia, cefalea, dolor de ojos, conjuntivitis, fotofobia, dolor de
gargan'ta, etc.

- Exantema.

En la biometria hemdtica, hematdcrito elevado por lo menos 20% y menos
de 100, 000 plaquetas/ mm?’.

Puede presentarse casos graves y fatales como Fiebre Hemorragica de Den-
gue (FHD), en caso de presentarse una reinfeccion por diferente serotipo,

principalmente por el serotipo 2.{(I17X27X36) 4%}

Sintomatologia Clinica de Rubedla.

La infeccién de rubedla existe en dos formas: la infeccién postnatal y la infec

cién congénita((27)

La infeccién postnatal generalmente es benigna. Ademis de las lesiones inflama-
toria moderadas en la mucuosa nasal y de la faringe, se presenta exantema cu-
.téneo, linfadenopatia generalizada como edema e hiperplasia reticular. Muy -
raros casos pueden vpresentar artralgia, artritis, antropia (inflamacidn aguda tran-

sitoria), encefalitis esta Gltima es del tipo de encefalitis postinfecciosa y tam-
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bién puede presentarse plrpura trombocitopénica(17)(27)

Aproximadamente de un 25% a un 50% de las infecciones postanatales son

asintomdticas o subclinicas. (13)

La infeccidon de rubedla en mujeres embarazadas puede ocasionar la infeccion
congénita, en la cual el feto es infectado por el paso del virus a través de la
placenta ocasionando abortos, mortinatos o el nacimientoide nifios con el sin-

drome de rubedla congénita (SRC).(34)

La posibilidad de contraer rubedla congénita depende principalmente del mes del
embarazo en que se adquiere la infeccién. El riesgo de dafio fetal es mayor cuan-
do la infeccién ocurre durante las primeras ocho semanas del embarazo, ya que
en este tiempo se lleva a cabo la organogénesis, el porcentaje disminuye al

50%, cuando la infeccion ocurre durante la semana 9 a la 13 y es aproximada-

mente del 15% cuando la infeccidn ocurre entre la semana 14 a la 20.(23)34)

El sindrome de rubedla congénita esta caracterizado por uno o varios de los si-

guientes defectos teratogénicos: (17X27)

Malformaciones oculares: cataratas, glaucoma, retinopatia, microftalmia.
Malformaciones cardiacas: persistencia del conducto arterioso, comunicacio-
nes intraventriculares, etc.

- Sordera: lesiones cocleares y del érgano de Corti.

Alteraciones cerebrales: microcefalia, encefalitis, retraso psicomotor, para-

lisis.

Lesiones viscerales diversas: hepatitis, esplanitis, neumotritis.

- Peso subnormal al nacimiento.



- Otras: pﬁrpura trombocitopénica, osteoporosis, hernia inguinal, etc.

Clasificacién y caracteristicas Estructurales yMorfoldgicas de los Virus de

Dengue y Rubedla.

Virus de Dengue.- Los virus de dengue pertenecen a la familia Togaviridae y
al género Flavivirus; por reacciones seroldgicas se distinguen 4 ‘serotipos y com-

parten antigenos con los virus de la fiebre amarilla, encefalitis japonesa y de

San Luis.(16X17X27).

El virus de! dengue contiene una molécula de acido ribonicleico (RNA), de una

sola cadena de peso molecular de 4 x 108 daltons. (16)

El virién tiene una configuracién esférica de 36 a 44 nm de didmetro. Contiene
tres clases de proteinas denominadas VPl, VPZ y VP3; con pesos moleculares de
8 x 10’, 16 x lO’ y 51 - 59 x IO, daltons respectivamente. Las particulas VPI y
VPZ se encuentran en la cdpside; mientras que la proteina VP3 es una glicopro-

teina localizada en la envoltura; a esta se le asocia el poder hemaglutinante del

virus. Figura No. 1 (16X25X38)

Figura No. |

Virus de Rubedla.- Se encuentra clasificado en la familia Togaviridae y es el

dnico miembro del género Rubivirus. Se encuentra un sélo serotipo de este virus

por anticuerpos policlonales.(24).



14.
El virién esta compuesto de tres proteinas estructurales El' E2 y C; con pesos
moleculares de 60 x 10,, 47 x IO’ y 33 x 10’ daltons respectivamente. Mide
aproximadamente 150 a 200 nm de didmetro, es pleomorfico y contiene una
molécula de acido ribonldcleico (RNA) de una sola cadena, cuyo peso aproxima-
do es de 3 x lO6 daltons. Las proteinas !-Il y E2 son glucoproteinas que se
encuentran en la envoltura lipidica del virién, mientras que la proteina C es
una nucleoproteina. La proteina El' es la molécula mads grande de las dos glu-
éoprotefnas a la cual se le asocia la funcién hemaglutinante del virus y es in-

dependiente de la respuesta a la infectividad del virus. Figura No.22(16)(23)(26)

Figura No. 2 .

Epidemioldgia de Dengue y Rubedla en México.

Aunque la mayor parte del afio se reportan infecciones de dengue y rubedla
existen meses de mayor incidencia.

Para dengue de junio a noviembre y par# rubeédla de febrero a julio. (6)7).

En la Grafica No. 1. se observa la incidencias reportadas de estas infecciones,
en los meses de mayo a agosto hay una sobreposicién mayor, lo cual ocasiona una

confusién al tipo de agente etiologico que es responsable de la infeccion.

La incidencia de la infeccién de dengue se esquematiza en la Grafica No. 2.
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Antes de 1978, no se. habian reportado casos de dengue en México, pero a partir
de ese affo se empezardn a-reportar casos de la infeccién en el Estado de Chia-
pas, sin embargo en los siguientes cinco afios, la transmisién se disemind a la

mayoria de los estados del pais. En 1980 el dengue se extendio por la costa Es-

te de México, hasta alzanzar Texas. En la Replblica Mexicana en 1981 y 1982,

16 y 17 estados respectivamente reportaron casos dengue. Se encuentra libre de

esta infeccién unicamente los estados de la parte norte central del pais, una area

la cual es predominante desértica y montafosa.{]0)(36)

En 1982 se reportaron 30 000 casos, mientras que 1983:se notificarén 12 967
casos de dengue en México. En 1980, 1982 y 1984 se han presentado epidemias
de la infeccién de dengue, por lo que el disponer de un método de diagnéstico
confiable, permite el prescribir el tratamiento adecuado al paciente, evitar con-
tagios a la comunidad y establecer campafias para el control de la infeccién, una

estrategia es controlando el vector.(3X6X7)11X15).

La incidencia de la infeccidn de rubedla a aumentado en los Gltimos afios.
Grafica No. 3. En 1978 la rubedla ocupaba el 13o0. lugar en infecciones transmi-

tibles, en 1984 pasdé a ocupar el 150. lugar y en 1985 ocupa el 6o. lugar.(3)0(6X7).

Este incremento puede reflejar un incremento real en la incidencia de la infec-

cién o una mejoria en el sistema de reporte de la infeccién o bien ambas causas

pueden ser resposables. .

Respuesta Inmunoldgica a las Infecciones de Dengue y Rubedla.

En ambas infecciones aparecen las inmunoglobulinas M y G. La cinetica y la con-

centraciéon de estas varia de acuerdo a la infeccidn.

Para dengue la inmunoglobulina M, aparece en el suero a los 10 dias después del

inicio de la infeccidn, teniendo su maxima concentracién alrededor del dia 20 y
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declinando rapidamente a niveles no detectables alrededor del dia 45 después de
la infeccién. Las inmunoglobulinas G aparecen 2 dias después de las Ig\, alcan-
zando su maximo alrededor del dia 50, después del inicio de la infeccidn; estas

declinan lentamente pudiendose detectar por algunos afios. Grafica No.4 (37).
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Grafica No. 4.Dengue: Cinética de sintesis de las inmunoglobulinas
inhibidoras de la hemaglutinacion.(37),

En la rubedla, la IgM antirrubedla aparece alrededor del dia 16 después del inicio
de . la infeccidn, alcaniando su mdximo airededor del dia 25 y declinan rapidamen- v
te a niveles no detectables alrededor del dia 50. Las inmunoglobulinas G aparecen
2 dias después que las IgM, alcanzando su mdximo alrededor del dia 50, después
ael inicio de la infeccién y declinan muy lentamente persistiendo durante toda h

vida. Grafica No. 5. En una reinfeccién no aparece la inmunoglobulina M. Gra-
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fica No. 6. (21%22)
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Grafica No. 5 . Rubedla: Cinética de sistésis de inmunoglobulinas inhi~
bidoras de la hemaglutinacién en primoinfeccién.(]3),

Inmunoglobulinas totales.
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Grdfica No. 6. Rubedla: Cinética de sintésis de inmunoglobulinas inhibi-
doras de la hemaglutinacién en reinfeccion. (| 3)
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Métodos para la_Determinacién de Inmunoglobulina M.

Los diferentes métodos para la determinacién de inmunoglobulina M se basan en

las propiedades fisicoquimicas de esta molécula. (4)(26)(31 )4 5)(47)

Método de reduccidén con 2-mercaptoetanol.- Se basa en la propiedad del 2-mer-
captoetanol o ditiotrietol, para separar la molécula de IgM en cinco moléculas
que no inhiben la hemaglutinacién, por reduccién de los puentes disulfuro entre

las cadenas de los peptidos. El método es sencillo pero la sensibilidad es baja.

Método de fraccionamiento en gradiente de sacarosa. El método se basa en una
diferencia en el coeficiente de sedimentacion de las inmunoglobulinas M y G.
El de la IgM es de 19S y de otras inmunoglobulinas es de 7S a 11S. Estas inmu-

noglobulinas se pueden separar de otros anticuerpos por fraccionamiento en gradien-

te de sacarosa por ultracentrifugacion.

La sensibilidad es alta cuando se incluyen controles apropiados, es factible de lle-
var a cabo cuando se trabaja un nimero pequefio de sueros, ya que la técnica es

laboriosa y el uso de la ultracentrifuga es restringido por el tiempo de centrifuga-
cidn. (26X31).

Método de Cromatografia por Filtracion en Gel.- Este método se basa en separar
por tamafic las diferentes inmunoglobulinas al pasarlas a través de un gel. La inmu-
noglobulina M tiene un peso molecular de 900 000 y las otras inmunoglobulinas tienen
un peso molecular de 150 000 a 400 000. Se utilizan columnas de Sepharosa
(Sephadex - G200) o agarosa (Bio Gel A5M), a las cuales se les aplica el suero,

las fracciones son colectadas y monitoreadas por densidad optica a 280 nm.

Este método tiene alta sensibilidad, pero no es prictico para utilizarlo para el

diagndstico, ya que sdlo dos sueros pueden trabajarse por dia en cada gel.

Para descartar falsos positivos y tener resultados confiables se recomienda utilizar



dos diferentes métodos, como reduccién con 2-mercaptoetanol y gradiente de sa-

carosa o bien reduccién con 2-mercaptoetanol con cromatografia por filtracién en

gel. (12)0(42).

Técnicas Seleccionadas en este Trabajo.

- Las téonicas utilizadas para el diagndstico de las infecciones de dengue y rubec-
la fué el método de Inhibicién de la Hemaglutinacién (IHA). Para la deteccion
de anticuerpos antirrubedla se utilizé la técnica descrita por el manual del Cen-

tro de Enfermedades de Atlanta, Georgia, U.S.A.

La demostracidn de inmunoglobulinas de la clase M, se realizé por dos me-
todos: 12 Reduccién de 2-mercaptoetanol del suero total y 22 Separacién en

gradiente de sacarosa de las inmunoglobulinas M y G, reduciendo las fracciones

con 2-mercaptoetanol .

Planteamiento del Problema.

Debido a que diferentes infecciones virales producen la misma sintomatologia, es

importante contar con la informacién que se obtiene en el laboratorio, para dar

un diagnéstico certero.

Objetivo.
Comprobar por técnicas de laboratorio la ambiguedad del diagndstico clinico entre

dengue y rubedla.



DISERO EXPERIMENTAL.

PACIENTES

DiagnSstico clinico
dengue

v

Sueros pareados
1° Fase 2° Fase
aguda convalesciente.
IHA para
dengue
Sueros dengue Sueros dengue
positivos negativos
IHA para
rubé&ola
Rube&la. Rube&la
negativos positivos
1 1
Titulo TLtulo
32-256 U.I.H}' 512 U.I.H
L i |
Gradiente de Reduccidn con
Sacarosa 2-Mercapto-
etanol
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Reduccidn con
2-Mercaptcetanol. .
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MATERIAL_ Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO.

Antigeno_de rubedla.

Virus de rubedla, cepa Therien, donada por el M.D. Olli Meurman del Depar-
tamento de Virologia de la Unijversidad de Turku, Finlandia.

Esta cepa fue recibida en dos botellas Falcon de 60 m! de células VERO. El medio
de mantenimiento consistia en medio basal (MBE), 0.2% de albimina sérica bovina

(ASB) y 0.5% de caldo triptosa fosfato.

La adaptacidn, propagacién de este virus fué hecha por el M. en C. Enrique Or-
tega Soto y por las Q.F.B. Yolanda Varela Benitez y Teresa Montero Cafiibe;

quienes amablemente donaron el antigeno utilizado para este trabajo.

El virus de rubedla se cultivé en células VERO,en medio esencial minimo (MEM),
adicionado de 10% de suero de ternera, 0.1% de penicilina y estreptomicina y
S0ugéride nistatina. Las botellas de cultivo se incubaron a 35° C en atmésfera

himeda y COz; el sobrenadante se cosechd del 52 al 72 dia postinfeccion.

Sueros Humanos.

1.~ Ciento cuarenta y dos muestras de suero; de 7] pacientes con diagndstico
clinico de dengue y negativos por determinacién de anticuerpos antidengue
por la técnica de inhibicién de la hemaglutinacion. De estos sueros, 7]

. fueron de fase aguda y 71 de fase convalesciente. Los 71 sueros pareados
forman parte de un total de 33} muestras de sueros que fueron obtenidas
durante la epidemia de dengue en Yucatdn en 1984. Los sueros fueron en-
viados para su estudio por la M. en C. Ma. Alba Lorofio, del Centro de
Investigaciones Regionales "Dr. Hideyo Noguchi" de la Universidad Auténoma

de Yucatdn.



2.- Sueros Humanos de referencia. Los sueros de referencia fueron donaggs.
por el Dr. Michel Trude! del Instituto Armand Frapper de !a Universidad
de Quebec, Cidnada y titulados por la tégnica de inhibicion de la hemaglu-
tinacién en esa Institucion.

a) Suero control alto positivo, con titulo constante de 256 unidades inhi-
bidoras de la hemaglutinacidn.

b) Suero control bajo positivo, cuyo titulo vario de 16 a 32 unidades inhi-
bidoras de la hemaglutinacién.

c) Suero control negativo, sin anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacién

contra rubedla.

3.- Suero de refencia, donado por el Laboratorio de Salud Pulblica de Quebec,

Céanada; con un titulo de 500 U.l./ml de IgG antirrubedla.

REACTIVOS.

Procedente de J.T. Baker, S.A. Xalostoc, México.

Acido citrico, Cat. 0110, Lot. M-36641.
Barbital sddico, Cat. 7658. Lot. M-6789].
Dextrosa anhidra, Cat. 1916, Lot. M-32342.
Fosfato de sodio, Cat. 3sis, Lot. M-301913.
Sulfato de potasio, Cat. 9852. Lot. M-4582.

Pr : nte io Rad, Laboratories, California, U.S.A.
2-mercaptoetanol. Lot. 27277.

Procedente de Merck de México, S.A. México.

Acido clorhidrico, Cat. 317, Lot. 209296R.
Cloruro de sodio, Cat. 6404, Lot. 206160R.



Etano! absoluto, Cat. 15853, Lot. 211430N. 2.

Fosfato de potasio monobasico, Cat. 104873, Lot. 9010_18.
Fosfato de potasio dibasico, Cat. 206586, Lot. 804353.
Hidrdxido de sodie, Cat. 6598, Lot. 214102R.

Sacarosa, Cat. 9806, Lot. 8736.

Procedente de Ortho Diagnostic Systemans Inc. New Jersey, U.S.A.

Estandar de cianometahemoglobina, Lot. ACU208.

Reactivo de cianometahemoglobina, Lot. ACUS865.

Procedente de Sigma Chemical Co., St. Louis Mo., E.U.A.

Albdmina sérica bovina, fraccién V, Cat. A-9647, Lot.71F-0356.
Gelatina, grado bacterioldgico. Cat. GO0510.

Heparina, grado I, 100 000 unidades, Lot. 25F-0683.

Procedente de Sigma de México, S.A. México, D.F. .

Tween-80. Cat. 64590, Lot. 0381-Z.
METODOS.

1. Obtencién del antigeno de rubedla.

El antigeno de rubedla se obtiene tratando con Tween-80 al 20% y éter las co-
sechas virales.
a) Mezclar 0.9 volumenes de la cosecha viral con 0.1 volumenes de tween
80 al 20% en ASF pH= 7.3.
b) Incubar a QOC; durante 15 minutos con agitacién ocasional.
c) Adicionar 0.5 volumenes de éter.
d) Incubar a 4°C; durante 15 minutos con agitacién ocasional.

e) Eliminar la fase etérea con pipeta Pauster. El residuo de éter en la fase
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acuosa es eliminado por medio de burbujeo de aire.

f) Se titula el aniigeno. (Ver titulacién del antigeno).

o . I
g) Conservar a 4 C o en atmdsfera de nitrdgeno.

H. Obtencidn de los eritrocitos de pollo, para e! tratamiento del suero y

para la prueba de inhibicidn de la hemaglutinacién.

Se. obtuvo la sangre de pollo de un dia de nacidos y en ayunas de la raza

Rhode Island Red de la casa Armour, Hatchery de México, S.A. de la si-

guiente maneras

a) Preparar 6 gazas de 2 x 2 conteniendo alcohol etilico al 70%, para lim-
piar la zona del pollo donde se va realizar la puncidn.

b) Colocar al pollo en un recipiente que contenga cloroformo ( para eutani-

zarlo) y después sangrarlo.

~

c) Prepara solucién de Alsever.

d) Asépticamente llenar un frasco de vidrio con unos 20 ml de solucién de
Alsever; etiquetar el frasco "Eritrocitos de ‘pollo".

e) Asépticamente poner en un frasco de 50 ml o en un vaso de precipitado
" de 50 ml solucién de Alsever. En la zona de esterilidad llenar las jeringas
con aproximadamente 3 ml de Alsever.

f) Practicar la posicion correcta para tomar el pollo para el sangrado.
-~Tomar el polio en la mano y colocar entre los dedos indice y medio la

cabeza y entre los dedos mefiique y anular las patas.

- Palpar y localizar la prominencia del esternén del pollo.

g

g) Preparar una jeringa de 5 ml con una aguja de calibre No. 19, que conten-

ga cerca de 3 ml de solucién de Alsever.

h) Insertar la jeringa por arriba de la prominencia, con inclinacién de 45° con
respecto al cuerpo del pollo, insertar 3/4 partes de la aguja y empezar a

succionar hasta observar la salida de sangre y seguir succionando con movi-
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mientos de la jeringa para evitar que se coagule la sangre. Sangrar a

blanco.

Prominencia del
esterndn.

i) Mezclar la sangre y el Alsever invirtiendo la jeringa varias veces y trans-
ferirla al frasco que estd etiquetado "Eritrocitos de pollo”.

i) Repetir los pasos de h) al i) con cada uno de los pollos cambiando la je-
ringa para cada uno de ellos.

k) El frasco de "Eritrocitos de pollo", se conserva a 4°c y puede utilizarse

durante dos semanas a partir de la fecha de sangrado.

Ill. Determinacién del volumen del paguete celular requerido para el tratamien-

to_del suero y para la prueba de inhibicién de la hemaglutinacion.

Se necesita 0.5 ml del paquete celular para preparar una suspensién al
0.25%, para titular aproximadamente 200 'sueros y el antigeno requerido
para dicha titulacién.

Se requiere aproximadamente 10 ml del paquete celular para tener una sus-
pensidén de eritrocitos al 50%, para retirar inhibidores no especificos de

200 sueros.
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Para las pruebas de hemaglutinacion e inhibicién de la hemaglutinacion y
para el tratamiento del suero, los eritrocitos se javaron de la siguiente ma-
nera:

a) Filtrar los eritrocitos de pollo a través de 2 gazas estériles y recibir el
filtrado en tubos cdnicos graduados de 15 mi y centrifugar a 900 g
durante 10 minutos.

b) Resuspender el paquete de eritrocitos de pollo en una solucién de Alsever.
Si no se utilizan de momento los eritrocitos de pollo, conservar a 4°c.

c) Para lavar los eritrocitos, centrifugar a 900 g por {0 minutos y retirar

el sobrenadante con pipeta Pasteur. )
d} Adiciorar aproximadamente 10 mi de amortiguador Dextrosa-Gelatina-Vero-

nal y resuspender el paquete celular.
e) Retirar el sobrenadante por succidn con pipeta Pasteur y repetir los pasos

anteriores, hasta que el sobrenadante salga totalmente transparente.

f) Medir el paquete celular en cada tubo y retirar el sobrenadante.

Multiplicar el volumen del paquete de eritrocitos de pollo por 24. El ndmero
dado es el necesario de volumen de amortiguador DGV para tener una sus-

pension de eritrocitos al 4%.

IV. Estandarizacién de la suspensidn de eritrocitos para las pruebas de he-

maglutinacidn e inhibicién _de la _hemaglutinacidn.

a) Calentar el espettrafotémetro unos §0 minutos antes de leer.

b) Comprobar que el estdndar y el reactivo de cianometahemoglobina no esté

caduco, para realizar la curva estandar.

c) Hacer la curva estindar de cianometahemogilobina de la siguiente manera:
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TUBOS 1 2 3 4.5
Conc. cianametaheroglobina (mg%) 80 60 40 20 0 (Bco.)
Vol. del estandar de 80 mg%(ml) 4 32 0
Vol. del reactivo de cianometahe-~ 0 ] 2 3 4

woglobina (ml).
La concentracidn de la suspensidn de eritrocitos al 4% se determina de la

siguiente manera:
d) Resuspender perfectamente y tomar un ml de la suspensién de eritrocitos
al 4% y vertir en un matraz aforado de 25 mil.

Aforar con reactivo de cianometahemoglobina. Invertir el matraz y dejar

~

e

reposar durante 10 minutos a temperatura ambiente, las células se lisan
aproximadamente de 20 a 45 minutos. Cumplido ese tiempo se centrifugan
a 900 g por 15 minutos, para bajar los estromas.

f) Los diferentes tubos de la curva estandar asi como el problema se leen
a 540 nm.

g) Sumar todas las concentraciones de los estdndares en mg%. Sumar las den-
sidades dpticas de los estindares. Calculaf el factor, diviendo la suma de

las concentraciones entre la suma de las absorbancias de la curva estandar.

bFACTOR .« £ Concentraciones estdndares
£ Absorbancias de los estindares.

h) Calcular mediante las siguientes férmulas, el volumen necesario para tener

una suspension de eritrocitos de pollo al 0.25%.

Factor de la densidad .

Optica para una suspension 2.746 mg% cmg.
de eritrocitos de pollo al = FACTOI? Mg
4%. :

2.746 mg%, cantidad de hemoglobina que se convierte en cianometahemoglo-
bina, en un eritrocito de pollo.

Volamen final para .
oo : P Vol. al que fué llevado

tener una suspension _ [ e ad. opt d - e - 1mi,

de eritrocitos al = ?uﬂ;é?t 1on pr’SSIe a la_suspension_al U%'.

G.25%. Factor de densidad Sptica para una suspensién de eri-

trocitos al 4%.
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i) El resultado dado es el volumen necesario de amortiguador HSAG para tener

una suspensidn de eritrocitos de pollo al 0.25%.

V. Eritrocitos de pollo para el tratamiento de l1os sueros.

a) Centrifugar los eritrocitos de pollo en un tubo cdnico graduado a 900 g
por 10 minutos.

b) Retirar el sobrenadante.

c) Leer el volumen del paquete celular.

d) Agregar un volumen igual de amortiguador HSAG para tener una suspen-
sion de eritrocitos al 50%. ‘

Vl. Tratamiento del suero para remover inhibidores no especificos y aglutini-

nas por tratamiento con Heparina~ MnClz._

a) Colocar 0.4 m| de amortiguador HSAG en tubos de 13 x 100 mm.

b) Adicionar 3.2 ml de cada uno de los sueros controles o de los pacientes
a los tubos que contienen amortiguador HSAG y mezclar.

c) Adicimar 0.2 ml de solucién de Heparina-MnCIz, a cada uno de los tubos
y mezclar.

d) Incubar los tubos a IoOC; durante 15 minutos.

e) Adicionar 0.2 ml! de la suspensién de eritrocitos al 50%.

f) Incubar a OOC; durante ! hora.

g) Adicionar 0.8 ml de amortiguador HSAG y agitar, posteriormente centrifu-
gar a 900 g por 15 minutos.

h) Recolectar el sobrenadante con pipeta Pasteur estéril, teniendo precaucién
de no resuspender el paquete de c.élulas. El suero tiene una dilucién de
1:8.

i) Conservar a 4°C, por tiempo indefinido.
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vil. Titulacidn del antigeno.

El antigeno de rubedia se titula por hemaglutinacidn, el titulo se expresa
en unidades hemaclutinantes y se determina por una titulacidn por tripli-
cado y se calcula el promedio del punto final de las tres titualciones.
El antigeno utilizado debe tener un titulo minimo de 64 unidades hemagluti-
nantes.
Para tener el antigeno en 4 unidades hemaglutinantes se hace de la siguiente
manera:
- El titulo del antigeno dado debe dividirse entre &; la dilucidn que debe
hacerse para que el antigeno tenga & unidades hemaglutinantes por
0.025 ml, es el reciproco de este valor. .
Ejemplo: )
Dilucién estimada de la titulacion por triplicado del antfggno es igual a

1:128. Dividir la dilucién estimada entre 4.

128 5
4

La dilucién del antigeno se hara: | ml de antigeno en 31 ml de amorti-

guador HSAG frio, para tener el antigeno en 4 unidades hemag!utinantes.

La titulacidn se hace por triplicado en cajas de microtitulacién de 96 pozos

de fondo tipo "V" como a continuacion ;e describe.

a) Usando una micropipeta de 0.025 ml, adicionar 0.025 ml de armortiguador
HSAG frio, del segundo pozo hasta el noveno pozo, en el primer pozo
se coloca 0.05 ml de antigeno, en 3 carriles diferentes. En los pozos .
posteriores colocar una gota de ahortiguador HSAG y 0.05 ml de
eritrocitos de pollo al 0.25%. -

b) Colocar los microdilutores en los primeros pozos conteniendo 0.95 ml

de antigeno y agitar para tomar un volumen de 0.025 mi y pasarlos al
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segundo pozo y asi sucesivamente hasta el noveno pozo y descartar los

dltimos 0.025 ml.

c) Adicionar a cada serie de Pozos 0.05 m! de la suspensidn de eritrocitos

de pollo al 0.25%.

d) Mezclar por un minuto, en un vibrador mecanico.

e) Incubar a ’4°C, durante 60 a 90 minutos, para la formacidén del botdn o
de la aglutinacién.

El punto final estimado de la hemaglutinacién, debe utilizarse para hacer la

dilucidn del antigeno y tenerlo a & unidades hemaglutinantes por 0.025 ml.

J
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MODO DE INTERPRETACION.

Aglutinacidon

Completa. Células aglutinadas cubren el fondo
del pozo formando una malla.

Aglutinacién .o

Parcial - Células formando un anillo difuso. B
)
No Aglutinacién - Células formando un botén com- -
pacto.

E! titulo esta dado por la dilucién que todavia presenta hemaglutinacién.
El control de los-eritrocitos -debe estar compacto, si presenta hemaglutina-

cidn los eritrocitos se estdn aglutinando solos y ésto da falsos positivos.

RENO.

Sin diluic 2 g 16 32 &4

El titulo dado es de 8 unidades hemaglutinantes.

VIll. Prueba de Inhibicién_de la Hemaglutinacién (IHA).

Los reactivos deﬁen conservarse a ro.vpara el usb de la prueba de inhibi-

cién de la hemaglutinacién .

Se usan placas de microtitqlaéién de fondo en'™V" de 96 pozos, las cuales se

distribvyen de la siguiente manera:b

a) Los sueros de los pacientes y los sueros controles se les asignd un carril
vertical. ' '

b) Escoger 2 pozos para el control de células.

c) En una sola placa, hacer las diluciones del antigeno, para rectificar
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que el antigeno tenga 4 unidades hemaglutinantes por cada 0.025 ml;
realizar esta prueba por triplicado.

Realizacién de la prueba de inhibicidn de la hemaglutinacién.

a¥ Con una pipeta de 0.025 ml, colocar en cada carril dél pozo 2 al 1O, una
gota de amortiguador HSAG frio.

b) Colocar 0.05 ml de amortiguador HSAG frio a cada pozo para el cﬁntrol de
células en cada placa.

c) Usan&o una pipeta de 0.2 ml diferente para cada suero, adicionar 0.05 ml
del suero tratado con una dilucién de §:8 a los primeros pozos. de cada
hilera 'etiqu_etada para cada suero y 0.025 ml para el control del suero.

d) Colocar los dilutores de lé microtitulacién en .el primer pozo de cada carril
de cada suero y hacer diluciones seriadas dobles, completando los nueve po-
zos y desechando las gotas que quedan en los microdilutores.

e) A dicionar una gota de 0.025 ml de antigeno de rubedla con un titulo de
4 unidades hemaglutinantes a cada pozo en las series de las diluciones del
suero (no poner en los controles del suero, ni en el control de los eritro-
citos) y 0.025 ml a cada uno de los primeros pozos de cada una de las
tres hileras de 1a titulacién del antigeno.

f) Mezclar la placa en un vibrador mecdnico por un minuto.

g) Incubar a 4°c, por una ho;-a. ‘ _

h) Adicionar 0.05 ml de la suspensidon de eritrocitos de poilo al 0.25% a las
diluciones del suero, la titulacién del antigeno, controles del suero y con-
trol de células. )

i) Mezclar la placa en un vibrador mecdnico por un minuto.

j) Incubar a {cOC, aproximadamente de 60 a 90 minutos.

k) Si después de 90 minutos, el control de células presenta un botdn compac-
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to se puede leer la prueba. El control del antigeno que se tiene por tri-
plicado debe ser cercanamente idéntico. Si presentan variaciones los contro-
les de los sueros, se debe a un funcionamiento impr‘opio de Jos dilutores o
que | as placas de microtitulacién no estén limpias.

1) Estimar el punto final de la titulacién por inhibicién de la hemaglutinacién,

estd dado por la mdxima dilucién que no presente aglutinacidn.
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Ejemplo de interpretacién de la prueba de inhibicién de la hemaglutinacion.

g 16 32 64 128 256 512 102% 2048

El titulo es 64 unidades inhibidoras de la hemaglutinacién.

IX. Preparacidon del Gradiente de Sacarosa.

a) Determinar el nimero de sueros que se van a utilizar para la prueba y que
correspondan al nGmero de tubos requeridos para el gradiente de sacarosa.
b) Cada tubo para el gradiente de sacarosa requiere de 0.2 ml de solucidn

de sacarosa al 50%, 1.6 ml de sofuciones de sacarosa del 37% y 23% y

1.4 ml de solucidn de sacarosa al 10%.

c) Con una pipeta de 1 ml, adicionar 0.2 ml de solucién de sacarosa al 50%

hasta el fondo del tubo.

d) Usando una pipeta de 2 m}, adicionar resbalando por las paredes del tubo,

1.6 m! de solucién de sacarosa al 37%, evitando que se revuelva con la

solucidn de sacarosa al 50%.

e) Adicionar con una pipeta de 2 ml, 1.6 ml de solucién de sacarosa al 23%,

del mismo modo que el anterior.

f) Usando la misma técnica, adicionar 1.4 ml de solucién de sacarosa al 10%.

g) Los tubos preparados se colocan a u°c, para permitir que se difundan por

4 a 6 horas.

1.4 ml,sacarosa al 10%.

1.6 mi, sacarosa al 23%.

1.6 ml, sacarosa al 27%.
0.2 mi, sacarosa al 50%.
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X. Preparacion del Suero para el Gradiente de Sacarosa.

a) A cada tubo etiquetado, adicionar 0.3 mi del suero del paciente.
Se puede utilizar suero ya tratado con Heparina-MnClz.

b) Adicionar 0.3 ml de Amortiguador ASF pFHe 7.2, a cada uno de los tu-
bos y mezclar.

o . iy
c) Conservar a 4 C, si no se va utilizar.

XI1. Formacidén del Gradiente de Densidad de Sacarosa por Centrif%acién.‘

a) Determinar el nimero de sueros para ser fraccionados y que correspondan
al nimero de tubos requeridos para el gradiente.

b) Etiquetar los tubos del gradiente. .

c) Usando una pijpeta de 1 mi, adicionar a cada tubo del gradiente 0.3 ml!
del suero del paciente tratado y sin tratar.

d) Colocar los tubos en el rotor SW-39 6 SW-50-1, de la ultracentrifuga.

e) Poner una membrana delgada de' grasa de alto vacio en cada cubeta del
rotor.

f) Orientar cada tubo en el rotor.

g) Colocar el rotor en el cuarto frio.

h) Centrifugar por 16 a 18 horas a 135 897 g en el rotor SW-39 & a
10] 559 g en el rotor SW=50-1.

i) Cuando’ la centrifugacién se ha terminado retirar individualmente los tubos
del gradiente.

j) Preparar un nﬁmero apropiado de tubos etiquetados para la coleccidn del
fraccionamiento.

k) Utilizando una pequefla sonda hipodérmica insertarla a cada tubo del gra-
diente & picar el tubo por la parte intetior.

1) Colectar fracciones aproximadamente de 0.5 ml cada una, para cada
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tubo del gradiente.

[ R
m) Las fracciones colectadas se conservan a 4 C, por una semana para posterior-

mente ser tituladas.

XIl. Tratamiento de los Sueros con 2-mercaptoetanol.

a) Colocar 0.1 ml del suero, en .un tubo de vidrio de 13 x 100 mm.

b) Adicionar 0.1 ml de 0.2 M de 2-mercaptoetanol a cada uno de los tubos.

c) Incubar a 37°C por una hora.

d) Titular tomando en cuenta la dilucién que se tiene.

Xill. Determinacidn de Porcentaje de Sacarosa_por Refractometria.

a) Verificar que no esten rayadas las placas de vidrio del refractometro.

b) Calibrar el aparato colocando una gota de agua en las placas.

c) Limpiar y colocar una gota de la fraccién con menor concentracién en las
placas.

d) Leer el indice de refraccidn.

e) Limpiar después de leer cada una de las diferentes fracciones.

f) Los valores obtenidos se refieren a las tablas de valores estindar de sacarosa,-

para obtener la concentracidn en porcentaje de sacarosa.
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RESULTADOS

OQrigen de los sueros estudiados.

Durante la' epidemia de dengue en 1984, en el estado de Yucatin, se obtuvieron

sueros en fase aguda y fase convalesciente de 331 pacientes con sintomatologia

clinica de dengue.

A estos sueros se les determind por inhibicion de la hemaglutinacion el titulo
de anticuerpos contra dengue, de los cuales 200 pacientes (60%), resultaron
positivos y 131 (40%) fueron negativos. Se considerd concluyénte de infeccidn
activa para dengue aquellos sueros que de fase aguda a fase convalesciente
presentaban un incremento en e] titulo de anticuerpos en un factor de cuatro
con respecto al suero obtenido en fase aguda, o si se obtuvo una sola muestra
de suero, que tuviera un titulo mayor o igual a 1280 unidades inhibidoras de
la hemaglutinacién para dehgue. De los sueros que fueron negativos se encon-
tfo evidencia de infeccidén previa para dengue en el 40% de esta poblacién y

el 60% no tuvieron titulo de anticuerpos contra los Flavivirus.

Suero de referencia con titulo expresado_en_unidades internacionales por mililitro.

El suero se titulo por la técnicade inhibicién de la hemaglutinacién para tener
una relacién del titulo expresado en unidades inh_ibid&as de la hemaglutinacion
y en unidades internacionales por mil. El suero sin diluir (50v0 U.l/ml) dié un

titulo de 1024 U.I.H.; diluido 1:2 did un titulo de 512 U.L.H. y asi sucesi-

vamente como se muestra en la Tabla No. 1
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Titulo Titulo
U.i/mi U.l.H
500 1024
250 . 512
125 256

62.5 128
31.2 64
15.6 32
. 7.8 16
3.9 8
€3.9 : Neg.

Tabla No. ! Relacién entre el titulo expresado
en U.l/ml y el titulo expresado en
U.I.H.

Titulacién de Anticuerpos Antirrubedla por Inhibicién de la _Hemaglutinacidn.

De los sueros que resultaron negativos para dengue, se pudieron rescatar 71
de ellos, a los cuales se les determind la concentracién de anticuerpos anti-
rrubedla por inhibicién de la hemaglutinacion y se expresé en unidades inhi-

bidoras de la hemaglutinacién y en unidades internacionales. Los resultados se

muestran en la Tabla No. | .

Es importante mencionar que se considera inmunidad protectora para la infec-
cién de rubedla a un titulo de anticuerpos igual o mayor que [5.6 unidades

internacionales/ ml.

Como se observa once pacientes (15.4%) no presentaron anticuerpos antirru-
bedla en ninguna de las dﬁs muestras tomadas, en un paciente (1.4%), el ti-
tulo de anticuerpos ar.ﬂirrubeéla fue de 8 U.Il.H.; cuatro pacientes, (5.6%),
presentaron un titulo de anticuerpos antirrubedla de 16 U.I.H., este grupo

de pacientes en total un porcentaje de 22.4, tuvieron un titulo inferior al
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Tabla No. 2 Titulos de Anticuerpos Antirrubedla.

Titulo Fase Titulo Fase Sueros***
Numero de Aguda* Gonvalesciente »+  Fase Fase
Suero Sexo Edad u.l.A. U.l. U.I.H. .1 Aguda Cowalesciente .
1.~ F 40 128 62.5 128 62.5 7 s
2.- M 64 32 15.6 32 15.6 2 15
3.- M 43 128 62.5 128 62.5 4 I}
4.- F 12 256 125 256 125 5 19
5.- F 26 256 125 1024 500 2 35
6.~ F 20 2048 500 512 250 32 4%
7.- M 29 16 7.8 32 15.6 5 10
8.- M 7 128 62.5 256 125 9 22
9.- M 38 32 15.6 32 15.6 3 8
10.- F 37 512 250 512 250 9 13
11.- F 72 64 31.2 64 3].2 35 41
12.- F 37 128 62.5 128 62.5 4 10
13.- F 50 32 15.6 32 15.6 8 1%
14.- M 15 Neg. Neg. Neg. Neg. 1 7
15.- M 29 Neg. Neg. Neg. Neg 5 8"
16.- M 34 Neg. Neg. Neg. Neg. 8 I4
17.- F 17 128 62.5 128 62.5 5 9
18.- M 37 512 250 512 250 4 10
19.- M 24  128-256 62.5-125 256 125 3 6
20.- M 48 128 62.5 128 62.5 2 7
2] .- F 21 128-25¢ 62.5-125 256 125 9 27
22.- M 30 64 31.2 64 3i.2 3 8
23.- F 36 25-512 125-250 --- — 2 1Is
24.- F 34 64 31.2 64 31.2 4 21
25.- M 30 128 62.5 —— J— [ 7
26.- F 23 256 125 256 125 3 9
27.- M 14 64 31.2 64 31.2 3 6
28.~ M 26 128 62.5 64-1B 3).2-62.5 2 s
29.- F 3y 16 7.8 16-32  7.8-15.6 5 35
.30.- F 30 32 15.6 16 7.8 -- -
3 .- . - 256 125 256 125 - -
32.- F 23 128 62.5 128-256 62.5-125 .5 12
33.- F 26 Neg. Neg. Neg. Neg. 5 12
3G .- F 23 Neg. Neg. Neg. Neg. 6 39
35.- F 40 64 3].2 64128 3}.2-62.5 2 8
36.- M 37 128 62.5 13 62.5 5 13
37.- F 28 32 15.6 16 7.8 4 11
38.- M 31 16 7.8 32 15.6 2 8
39.- F 30 32 15.6 32 15.6 3 10
40.~ F 14 Neg. Neg. Neg. Neg. 6 11
41.- M 45 128 62.5 128 62.5 3 8.
42.- M 28 64 31.2 64 31.2 4 7
43,- M 30 8 3.9 8 3.9 - -
44 M 38 64 31.2 64128 31.2-62.5 -- -
45.- F 25 256 125 256 125 -- -
46.- M - 32 15.6 32-64% 15.6-31.2 1 6
47.- M 22 32-64 15.6-31.2- 64 3.2 ] 7
48.-~ M 41 256 125 256 125 1 i3
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Continuacion Tabla No. 2

- Titulo Fase Titulo Fase Sueros
Nimero de ’ Aguda* Convalesciente®** Fage Fase
Suero. Sexo Edad U.l.H U.l Ul.H. U.l Aguda  Convalesciente.
49.- M 32 64-128 31.2-62.5 64-128 31.2-62.5 2 8
50.~ M 24 256-512  125-250 256-512 125-250 4 12
51.- ™M 35 128 62.5 128 62.5 2 9
52.- F 28 1024 500 1024 500 3 9
53.- M 27 Neg. Neg. Neg. Neg. 6 10
54.- F 10 2048 500 2048 500 6 10
55.- [} 24 128 62.5 64-128 31.2-62.5 4 10
56.- M 45 128 62.5 128 62.5 2 6
57 .- F 1 128-256 62.5-125 256 125 5 13
58.- M 12 Neg. Neg. Neg. Neg. 3 12
59.- M 24 128 62.5 64-12B 31.2-62.5 2 10
60.~ M 26 256-512 125-250 256512 125-250 5 9
61.- M 33 256 125 256 125 4 18
62.- M 6 2048 500 1024 500 7 14
63.- F 47 64 31.2 64 31.2 7 .9
64 .- F 19 128 62.5 128 62.5 4 10
65.- M - 128 62.5 128 62.5 8 16
66.- M 28 25%-512 125-2%0 512 250 5 14
67.- F 19 Neg. Neg. Neg. Neg. 3 9
68.- F 25 Neg. Neg. Neg. Neg. 18 23
69 .~ M 15 Neg. Neg. Neg. Neg. 3 8
70.- M 27 64 31.2 64 31.2 -- -
7).~ F 13 64-128 31.2-62.5 64-128 31.2-62.5 9 15

* Titulo en unidades inhibidoras de la hemaglutinacién (U. l H)

**Titulo en unidades internacionales (U.I)

*#%1 o5 valores corresponden a los dias postinfeccion cuando se tomardn las
muestras. -
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nivel protector. Grafica No.7
Seis pacientes (8.1%), tuvieron un titulo de anticuerpos antirrubedla de
32 U.I.H.; diez pacientes (14%), presentaron un titulo de anticuerpos anti-
rrubedla de 64 U.l.H,; diez y nueve pacientes (26.56%), presentaron un
titulo de anticuerpos antirrubedla de 128 U.I.H.; once pacientes (15.4%),
presentaron un titulo de anticuerpos antirrubedla de 256 U.I.H.; cinco pa-
cientes (7.0%), tuvieron un titulo de anticuerpos antirrubedla de 512 U.I.H;
tres pacientes (4.1%), presentaron un titulo de anticuerpos antirrubedla de
1024 _U.l.i-l y dos pacie;rtes un titulo de anticuerpos antirrubedla de 2048

U.l.H. (2.8%). Grafica No..7

De los sueros estudiados, 37 pacientes pertenecen al sexo masculino (52.1%),
32 pacientes al sexo femenino (45.09%) y dos pacientes (2.8%) no se tienen

. sus datos.

Determinacién de IgM antirrubedla .

a) Por tratamiento con 2-mercaptoetanol de los sueros cén alto titulo de
anticuerpos antirrﬁbeéla.

Se seleccidnaron para buscar la presencia de IgM en aquellos sueros que pre-
sentaron un titulo de anticuerpos antirrubedla igual o mayor a 512 U.I.H.
en las muestras en fase aguda. Para esto se tratarén con 2-mercaptoetanol

y se titularon nuevamente por inhibicion de la hemaglutinacién. Los resulta-
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dos obtenidos se muestran en la Tabla No. 3

No. del suero Titulo en U.I.H Titulo en U.I.H.
antes del después del
- tratamiento con tratamiento con
2-mercaptoetanol. 2-mercaptoetanol.
5 1024 64
6 R ' 2048 128
- 10 512 T 32 .
i8 - 512 512
50 512 512
52 : 1024 64
54 2048 128
60 512 512
62 2048 128
. 66 512 64

Tabla No. 3. Titulo de los sueros antes y después de la reduccién
con Z-mercaptoetanol en unidades inhibidoras de la
hemaglutinacién.

Como se observa en Ios sueros No. 18, 50 y 60, el titulo de anticuerpos

se ‘mantuvo constante después del tratamiento con 2-mercaptoetanol indican-

do que no habia inmunoglobulina M.

En los sueros No. 5, 6, 10, 52, 54, 62 y 66, se encontro una disminucién
en el titulo después del tratamiento con 2-mercaptoetanol, el cambio pre-
sentado en el titulo fue en un factor de 3-4 veces menos, por lo que sugie-

re la presencia de IgM antirrubedla.
b) Separacién de IgM e IgG por gradiente de sacarosa.

Para corroborar los resultados de los sueros al tratarlos con 2-mercaptoeta-

nol, se realizd gradiente de sacarosa para separar las dos diferentes inmuno-

globulinas de acuerdo a su coeficiente de sedimentacién. Cada una de las

fracciones se titularon por inhibicién de la hemaglutinacién. Después las
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fracciones se trataron con 2-mercaptoetanol y se titularon nuevamente por

inhibicién de la hemaglutinacion.

En primera instancia se realizé un gradiente de sacarosa para un suero con-
trol de IgG. Grifica No. 8. Se escogid el suero No. 21 debido a que tenia
un titulo alto y que no varié de fase aguda a fase convalesciente, teniendo
un titulo de 256 unidades inhibidoras de la hemaglutinacion. El suero en fase
aguda se obtuvd al 92 dia postinfeccién y en fase convalesciente 25 dias des-
pués postinfeccién. En la grafica se muestra el titulo de las diferentes frac-
ciones obtenidas y se observa la presencia de un solo pico, el cual aparece
de la fraccidn 5 a la 8 que corresponde a un porcentaje de sacarosa de

8 al 20 %. Las fracciones que presentardn titulo se trataron con 2-mercap-
toetanol y se titularon, como puede observarse el titulo no varid, de esta
manera se confirmo que la dnica inmunoglobulina inhibidora de la hemaglu-
tinécién que contenia el suero era la IgG, ademds que se encontraba en las

fracciones del 8 al 20% de sacarosa.

En cuanto a los sueros No. 5, 6, 10, 52, 54, 62 y 66, Grdaficas No.9, 10,
11, 14, 15,17, 18; se encontraron que al titular por inhibicion de la he-
maglutinacién las diferentes frécciones obtenidas, la presencia de dos picos,
el primero que va de la fraccion | a la 4 y que se presenta en un porcenta-
je de sacarosa de 26 - 40 % y el segundo pico de la fraccién 5 a la 9,
teniendolo en un rango de sacarosa del 8 al 20%. Al ser tratadas las frac-
ciones con 2-mercaptoetanol y tituladas el primer pico ya no aparece y

el segundo permanece igual, por lo que en estos sueros se confirma la pre-

sencia de inmunoglobulinas M y G.

Los sueros No. 18, 50 y 60, Graficas No. 12, 13,16, al titular las frac-

ciones obtenidas se observa solo un pico que va de la fraccién 5 a la 10,
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€n un rango de sacarosa del 8 al 20%. Estas fracciones al tratarse con

2-mercaptoetanol y titularse, vueive aparecer el mismo pico. Esto nos

indica que estos sueros tienen solo inmunoglobulina G.

El gradiente de sacarosa para todos los sueros fue lineal.

59.
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DISCUSION

La determinacién de anticuerpos antirrubedla se realizd por la técrica de In-

hibicién de la Hemaglutinacidn estandarizada del Centro del Control de Enfer-
medades de Atlanta, Georgia. La Inhibicion de Hemaglutinacién es la técnica
base para realizar encuestas seroepidemiologfcas y para establecer el diagnds-

tico de laboratorio de la infeccidn de rubedla, ademds de ser la técnica de

referencia.

Se analizaron 331 sueros de pacientes, diagnosticados clinicamente como den-
gue, de estos 200 pacientes resultaron serolégicamente como dengue posi-
tivos y los otros 131 pacientes resultaron dengue negativos. Ya que el dengue
puede confundirse clinicamente con rubedla, se procedio a analizar por in-

hibicién de la hemaglutinacidén 71 sueros de pacientes dengue negativos.

De los 71 sueros estirdiados un porcentaje del 22.44%, no preséntarén titulo
protector de anticuerpos.antirrubeéla, ya que tuvieron un tn’_tulo menor a

32 unidadés inhibidoras de la hemaglutinacién o menor a 15.6 unidades inter-
nacionales. Esto nos indica que el porcentaje de susceptibilidad de esta po-
blacién es alto en comparacién con estudios epidemiolégicos realizados con
"anterioridad, en donde Michel Lozano y col., encuentran un porcentaje de
inmuhidéd del 87% en mujeres adulias. la Dra. Ordoflez éncuentra niveles
de proteccidn del 93.5% al 98.6% en mujeres adultas, vMart:’n Sosa y col.,
encuentra en estudiantes universitarias el 91.9% de proteccién y Mejia La-
guna y Martin Sosa encuentran que el 83.3% tienen titulos protectores de

anticuerpos antirrubedla en una poblacién universitaria (29) (30X33).
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Los resultados encontrados en esta poblacidon indican que el porcentaje de sus-
ceptibilidad es mayor; esto es grave si se considera que la incidencia de ru-
bedla tiene un ciclo epidémico de alrededor de 8 aﬁos'y que podria presentar-
se una epidemia en la Cd. de Mérida, Yucatdn, ya que hay mujeres en edad

reproductiva susceptibles a la infeccién de rubedla.

Por otra parte el mayor porcentaje de pacientes presentaron un titulo de anti-
cuerpos de 128 unidades inhibidoras de la hemaglutinacién que fue airededor
del 26%, seguidos por aquellos que tuvieron un titulo de anticuerpos de 256
unidades inhibidoras de la hemaglutinacién (15.4%) y el 14% de los pacientes
tuvieron un titulo de anticuerpos de 64 unidades inhibidoras de la hemaglutina-
cidén.

‘La mayor variacion presentada fue en aguellos pacientes que tuvieron un ti-
tulo de anticuerpos mayor o igual a 512 unidades inhibidoras de la hemagluti-
nacién entre los titulos de fase aguda a fase convalesciente, esto nos indica
que hubo un aumento en el titulo de anticuerpos antirrubedla, que probable-

mente tenia una infeccidén reciente.

No en todo el grupo de estos sueros se presentd uﬁ incremento de fase aguda
a fase convalesciente, ya que no estuvieron bien tomadas las muestras en el
perl'odb que indica el C.D.C. para observar el incremento en el titulo. El
suero en fase aguda se debe tomar al 3er. dia después de aparecer los pri-
meros sintomas y el suero en fase convalesciente de | a 2 semanas después

de la primera muestra (12). ‘

Excepto en dos sueros no se presentaron cambios significativos entre los titulos

de fase aguda a fase convalesciente y las diferencias presentadas estin en el

margen de error de la técnica de * una dilucion. Este margen de error es e}
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aceptado por el C.D.C de Atlanta, Georgia (12).

Aquellos sueros que tenian un titulo mayor o igual a 512 unidades inhibidoras
de la hemaglutinacién se les realizo reduccién con 2-mercaptoetanol y se ob-
servd que en tres sueros no presentaban variacién en el titulo después del tra-
tamiento, lo que indica que no tenian inmunoglobulina M, ya que el titulo no
cambid; pero en siete sueros presentaron variacién en su titulo después del
tratamiento con 2-mercaptoetanol, esta variacidon fue en un factor de 3 a &

veces por lo que estos sueros tenian presncia de IgM e IgG.

Para corroborar estos resultados se practico gradiente de sacarosa a estos sue-
ros, las fracciones fueron titualdas y después reducidas con 2-mercaptoetanol,
comprobandose que los sueros No. 18, 50 y 60 sdlo presentaban inmunoglobuli-
na G antirrubedla, por lo que se trataba de una reinfeccidn por rubedla, y que
los sueros No. 5, 6, 10, 52, 62 y 66, tenian inmunoglobulina M y G antirru-
bedla, por lo que se trataba de una primoinfeccién.

El utilizar dos métodos para la determinacién de IgM, nos evita falsos positivos
y nos sirve para determinar si se trata de una primoinfeccién o reinfeccidn;
estos métodos también se pueden utilizar en caso de mujeres embarazadas que

sospechen de la infeccién por rubeéla.

Como sg'observa el 14% de la poblacidon estudiada, fueron rubedla positivos,
lo que indica que pueden resultar frecuentes las equivocaciones si Unicamente

se toma en cuenta el diagndstico clinico.
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Como se ve con estos resultados es necesario hacer el diagndstico de laborato-
rio de las infecciones virales que pueden presentar confusidn en el diagndstico
clinico; ésto puede realizarse con métodos simples y confiables como es la

técnica de Inhibicidn de la Hemaglutinacidn.
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CONCLUSIONES

El diagndstico de infecciones virales, basado dnicamente en observaciones cli-
nicas no es confiable, ya que requiere de su comprobacién por pruebas de labo-
. [ . .
ratorio. Esto sobre todo en aquellas” infecciones que pueden presentar una sinto-

matologia muy parecida.

En nuestro caso se analizaron sueros de pacientes con sintomatologia clinica de
dengue y negativos por serologia, para detectar si presentaban infeccién por

rubedla.

Se encontrd que 10 pacientes presentaban altos titulos de anticuerpos antirru-
bedla, de estos 7 pacientes padecian la infeccidn por primera vez comproban-
dose la presencia de IgM antirrubedla por reduccién con 2-mercaptoetanol y

fraccionamiento en gradiente de sacarosa; y 3 pacientes presentaban una re-

infeccién.

El diagndstico clinico de dengue y rubedla no es confiable, por lo que deben
de implementarse de manera rutinaria métodos para el diagndstico viral por
pruebas de laboratorio, ya que la identificacidn del agente etidlogico responsa-
ble de la infeccidn facilitaria el diagndstico de las infecciones en fase tempra-
na, posibilitando la prescripcién del tratamiento adecuado que debe brindirsele
al paciente; de igual forma estos datos pueden servir para tomar las medidas
necesarias que deben implementarse para la proteccién del personal hospitalario
y a la comunidad, vyarque se contara con datos mas confiables para evitar po-

sibles epidemias.
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APENDICE
l.- Amortiguador Dextrosa-Gelatina-Veronal (DGV).

Se preparan dos soluciones "A" y "B",

Reactivos

Solucién "A".

Acido barbitirico ) 0.58 g
Gelatina 0.68 g
Hzo destilada . 250.0 mi

Calentar poco a poco hasta ebullicién para obtener la solucidn.

Solucién "B".

Barbital sddico 0.38 g
Cloruro de calcio (CaCl,. 2H20) 0.026g
Sulfato de magnesio (MgSO,. 7H,0) 0.12 g
Cloruro de sodio (NaCl) 8.5 g
Dextrosa ‘CGHGOG) 10.0 g

Combinar las soluciones "A" y "B" en un matraz de vidrio graduado de
1000 mi y aforar con agua destilada. Ajustar el pH de la solucién a
7.3. La solucién se esteriliza por filtracién a través de membrana

Millipore con un poro de 0.22 micras. Conservar a 4°c.

2.- Amortiguador Hepes Salino-Albimina-Gelatina (HSAG).

Preparacién de la solucién stock de Hepes Salino 5X.

' Reactivos

Hepes salino 29.8 g
Cloruro de sodio (NaCl) 40.95 g
Cloruro de calcio (CaCl , . 2H,0) 0.74 g

Aforar a 1000 m! con agua destilada. Ajustar el pH a 6.5. Esterilizar

por filtracion a través de membrana Millipore con un poro de 0.22 micras.
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o
Conservar a 4 C.

Preparacién de la solucidn stock de albdimina sérica bovina 2X.
————

Reactivos

Atbimina sérica bovina en polvo. 20.0 g

Aforar a 1000 ml con agua destilada. Esterilizar por filtracién a través de

membrana Millipore con un poro de 0.22 micras. Conservar a 4°C,

Preparacion de solucion stock de gelatina 10X.

Reactivos

Gelatina 25.0mg

Aforar a 1000 ml con agua destilada. Esterilizar en autoclave a_ 120°C por

15 minutos. Conservar a 4°C.

Preparacién del amortiguador HSAG, (preparar asépticamente).

Reactivos

Solucidén stock de hepes salino 5X. 200.0 m!
Solucién stock de albimina sérica bovina 2X. 500.0C ml
Solucién stock de gelatina 10X. - 160.0 ml

Aforar a 1000 ml con agua destilada. Mezclar y ajustar el pH a 6.2.

Conservar a 4°C.

Preparacién de solucién de Alsever.

Reactivos

Dextrosa (C_H 06) 20.5 g

Citrato de sodld €(Na,C H;0, . 2H,0) 8.0 ¢

Cloruro de sodio (NaCl) 4.2 g
0.55 g

Acido citrico (C6H8°7)

Aforar a 1000 ml con agua destilada. Esterilizar por filtracion a través
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de membrana Millipore de 0.22 micras. Conservar a 4°c.

4.- Preparacién de amortiguador Saline de Fosfatos (ASF).
Solucion “A™.
Reactivos
Fosfato de sodio dibasico (NazHPOQ) 54.8 g
Fosfato de sodio monobdsico (NBHZPOQ.ZHZO)-IE»JS e
Aforar a 2000 ml con agua destilada.
Solucién "B".
Reactivos
Cloruro de sodio {NacCl) 8.5g
Aforar a 100 mi con agua destilada.
Mezclar 40 ml de solucion A" y 100 ml de soluciéon "B" y aforér a 1000 mt
con agua destilada. Ajustar el pH a 7.2. Esterilizar en autoclave a IZOOC,

durante 15 minutos.

5.- Preparacién de solucidon de Sacarosa al 50% en amortiguador ASF pHz 7.2.
Reactivos
Sacarosa 100.0 g
Adicionar 200 ml de amortiguador ASF a pH= 7.2, disolver en bafic maria

a 37°C. Esterilizar paéando a _iravés de membrana Millipore de 0.22 micras.

Conservar a 4°C.

6.; Preparacién de soluciones de sacarosa al 37%, 23% y loi en amortiguadorv
ASF A pH:= 7.2. ,
Preparacién de solucién de sacarosa al 37% en amortiguador ASF a pH=7.2.
- Tomar asépticamente 26 ml de amortiguador ASF a pH= 7.2, en un ma-

traz Erlenmeyer de 250 ml estéril.
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- Adicionar asépticamente 75 ml de solucién de sacarosa al 50%. Mez-
clar.

- Conservar a 4°C.
Preparacién de solucién de sacarosa al 23% en amortiguador ASF pH=7.2.

- Tomar asépticamente 54 ml de amortiguador ASF y colocarlos en un
matraz Erlenmeyer de 250 ml estéril.
- Adicionar asépticamente 46 ml de solucién de sacarosa al 50%, mezclar.

- Coﬁservar a °c.

Preparacién de solucién de sacarosa al 10% en amortiguador ASF pH=7.2.

- Tomar asépticamente 80 ml de amortiguador ASF y colocarlos en un ma-
traz Erlenmeyer de 250 ml estéril.

- Adicionar asépticamente 20 ml de solucién de sacarosa al 50% estéril,
mezclar .

o
- Conservar a 4 C.

7.- Preparacién de solucidn de Heparina-MnCl,.

-Heparina de sodio USP .5000 U/ml.

Si la soluéiéﬁ de heparina esta mids concentrada, diluir a 5000 U/ml con
agua destilada. Esterilizar por filtracién a través de membrana Millipore
de 0.22 micras.

- Cloruro de Manganeso (MnClz) IM.
Pesar 39.6 g de MnCl,. l‘HzO y aforar a 200 ml con agua destilada.
Esterilizar por filtracién a través de membrana Millipore de 0.22 micras.

Guardar en la obscuridad y conservar a «°c.

Combinar en partes iguales de Heparina 5000 U/ml y MnCl, IM. Preparar

al momento de utilizarse.
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