
U 
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 

DE MEXICO 

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL POR PRUEBAS 
DE LABORATORIO DE INFECCIONES DE 

DENGUE Y RUBEOLA r~ 

l~E;~ 
T E s 

EX.~\IU'IL5 PROFESIONALES 
FAC. oE QUIMICA 

1 s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

OUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA 
P R E S E N T A: 

olíJa ..NamJan PartiJa 

MEXICO. D. F. 1987 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



RESUMEN. 

INTRODUCCION. 

Estrategias y Técnicas Utilizadas en el Diagnóstico 
de laboratorio. 

Métodos Directos. 

Métodos Indirectos. 

Sintomatología Clínica Originada por Diferentes Virus. 

Clasificación y Características Estructurales y Morfologicas 
de los Virus de Dengue y Rubeóla. 

Epidemiología de Dengue y Rubeóla. 

Respuesta Inmunológica a las Infecciones de Denj!ue y 
Rubeóla. 

Métodos para la Determinación de lnmunoglobulina M. 

Técnicas Seleccionadas en este Trabajo. 

Planteamiento del Problema. 

Objetivo. 

DISEAo EXPERIMENTAL. 

MATERIAL Y METODOS. 

Material Biológico. 

Reactivos. 

Obtención del antígeno de rubeóla. 

Obtención de los eritrocitos de pollo, para el tratamiento 

4 

..ti 
· .. a·,·· 

9 

13 

14 

18 

21 

22 

22 

22 

del suero y para la prueba .de inhibición de la hemaglutinación. 27 

Determinación del volumen del paquete celular requerido 
para el tratamiento del suero y para la prueba de 
inhibición de la hemaglutinación. 28 



Estandarización de Ja suspens1on de critrod tos para las 
pruebas de hemaglutinación e inhibición de la hemaglutin<iciÓn. 29 

Eritrocitos de pollo para el tratamiento de los sueros. 31 

Tratamiento del suero para remover inhibidores no específicos 
y aglutininas por tratamiento con Heparina-Mnc12 • 31 

Titulación del antígeno. 32 

Prueba de Inhibición de la Hemaglutinación. 34 

Preparación del Gradiente de Sacarosa. 37 

Preparación del Suero para el Gradiente de Sacarosa. 38 

Formación del Gradiente de Densidad de Sacarosa por 
centrifugación. 38 

Tratamiento de los sueros con 2-mercaptoetanol. 39 

Determinación de Porcentaje de Sacarosa por Refractometría. 39 

RESULTADOS. 

Origen de los S!Jeros estudiados. 

Suero de referenc:i;i con título expresado en unidades 
internacionales por mililitro. 

Titulación de Anticuerpos Antirrubeóla por Inhibición de 
la Hemaglutinación. 

Determinación de lgM antirrubeÓla. 

DISCUSION. 

CONCLUSIONES. 

APENDICE. 

BIBLIOCiRAFIA. 

40 

40 

41 

44 

60 

61f 

" 
69 



El diagnóstico de infecciones virales basado únicamente en observaciones 

clínicas no es confiable y requiere su comprobación por diagnóstico de la

boratorio. 

J. 

las infecciones de dengu~ y rubeóla se confunden por sintomatología clínica. 

El dengue es endémico en zonas tropicales y subtropicales de nuestro país, 

es trasmitido al humano por medio de la picadura de la hembra hematófaga 

del mosquito ~~des_ '!~8l!}'.. Anualmente se reportan epidemias que han inca

pacitado a miles de individuos pero existe la amenaza de que aparezcan sín

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

la rubeóla es una enfermedad exantematíca leve, que generalmente se presen

ta en la infancia, pero que puede presentarse a cualquier edad. la infección 

de rubeóla en mujeres embarazadas suceptibles a la infección ocasiona efectos 

teratogénicos al feto, presentandose abortos, mortinatos o el nacimiento de ni

i'los con el síndrome de rubeóla congénita. 

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

graves que pueden ser fatales por confusión en el diagnóstico clínico. 

Se estudiaron 71 pacientes con diagnóstico clínico de dengue y negativo por se

rología de los cuales 10 pacientes presentaban altos tftulos de anticuerpos anti

rrubeóta indicativos de infección activa. 

Se comprobó por reducción con 2-mercaptoetanol y fraccionamiento en gradien

te de .sacarosa que 7 de los JO pacientes padecían la infección por primera vez l 



2. 

y que 3 pacientes presentaban una reinfección. 



!.J~l_r_g_º-º-!::l-~-~_!_Q_~ 

La mayoría de las de las infecciones virales pre~entan síntomas clínicos 

similares, dificultando así Ja identificación del agente etiologico. (7)( 13) 

Por lo que el diagnóstico confiable sólo se obtiene a través de la informa

ción proporcionada por estudios de laboratorio. 

La necesidad de disponer de un diagnóstico confiable de las infecciones vi-

3. 

rales se ha hecho más evidente en los Últimas aí'los, debido en parte, a que 

actualmente se disponen de drogas antivirales especificas que facilitan e! con

trol de la infección en fase temprana y facilitan la prescripción del tratamiento 

adecuado que debe darsele al paciente. Además el identificar el agente etio

logico permite establecer las medidas de protección que deben implementarse 

para evitar su transmisión en el ambiente hospitalario y en la comunidadi28H35) 

Las técnicas utilizadas tradicionalmente en el diagnóstico de laboratorio, re

quieren de equipo y material costoso, de personal entrenado y presentan el 

inconveniente del tiempo requerido para Ja obtención de resultados, por Jo ge-

neral se requieren de varios días (2 a .5); la utilidad de identificar: al agen-

te etiologico es más bien retrospectivo. 

Estos inconvenientes han favorecido el desa
0

rrotlo de técnicas rápidas de la

boratorio para el diagnóstico de infecciones virales. La Organización Mundial 

de la Salud ha definido como "técnicas de diagnóstico rápido en infecciones 

''irales" a aquellas que dan resultados satisfactorios en pocas horas (de 4 a 8 

horas), a diferencia de las técnicas convencionales que requieren de varios días 

p.ara tener resultados.( 19)(28)(46) 



,, . 
El diugnó"ic:o viral rápido ofrece ventajas sobre los métodos convencionales 

entre ell<.-: 1) La identificación oportuna del agente etiologíco responsable de 

la infección, ayuda a prevenir infecciones nosocomiales y su transmisión, prin

cipalmente en infecciones que suelen ser asintomáticas o en aquellas que presen

tan sintómas atípicos, 2) El manejo apropiado del paciente basado en el diagn~ 

tico rápido de la infección, permite una reducción en la morbilidad y mortali

dad, 3) La facilidad en el manejo del material biologíco, debido a que estas 

técnicas no se fundamentan en la multiplicación viral por lo que no requieren 

de partículas infecciosas. ( 19)(46) 

~~!!!~g91A~_y_g~NIC~~!::!TILIZ~º~~~~-~!:,_Q!~9~Q~Tl~Q-ºL!::~~Q!!~.:: 

!Q!!!Q.!. 

Las estrategias que se utilizan en el diagnóstico de laboratorio de las infec

ciones virales son de dos tipos: el método directo, el cual se basa en la iden

tificación y aislamiento del virus o de sus componentes y el método indirecto, 

q.ie permite la identificación del agente infeccioso a través de la respuesta in

m·rie que presenta el organismo a la infección viral .(39)(41) 

Para ambos métodos, se ha ~nfatizado en la utilización de técnicas inmunoló

gicas en virtud de que se obtienen resultados confiables en pocas horas, son sen

sibles, especificas y no requieren personal altamente capacitado. 

El agente etiologíco puede identificarse como tal o bién a través de los cam

bjos que origina la infección viral en la célula. 



'· 
¡¡) Vi5ualización del Virus. 

Lü visuilliz<lción del virus puede realizarse con el microscópio electrónico. La 

morfología característica de algunos virus puede identificarse al observar el 

especimen en el micró~cópio, además 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 clínica que presentan.( 1 )(7) 

La identificación viral puede hacerse directamente en las muestras clínicas, sin 

embargo requiere de altas concentraciones virales y componentes frecuentes en 

el material bioloRico suelen interferir en la identificación del agente infeccioso. 

Además se disponen de recursos que facilitan la identificación del virus, como 

unir anticuerpos específicos al virus y observar directamente el complejo antí

geno-anticuerpo o bien uniendo el anticuerpo a un marcador y así incrementar 

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

b) Aislamiento del Virus. 

1 . f . 1·· /1 . d El aislamiento de agente m ecc1oso de muestras c micas se ogra a traves e 

su multiplicación en sistemas biologicos, frecuentemente se utilizan: cultivos 

celulares, huevos embrionados de pollo y animales de laboratorio. ( 17) 

Antes de 19.50, el huésped frecuentemente utilizado para el cultivo de virus 

humanos era el huevo embrionado de pollo, técnica implementada por Good

pasture en 1931. La mayoría de los virus conocidos durante esa época eran 

capaces de proliferar en células de las membranas embrionarias, el amnios, 

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



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

diagnóstico viral, ya que se ha remplazado por los cultivos celulares. 

6. 

En 1949, Enders, Weller y Robbins, descubren que la multiplicación del virus 

de la polio en cultivos celulares originaba alteraciones citológicas reconocibles 

y específicas, que permiten la identificación de diferentes virus por los cam

bios que producen en las células en las cuales se multiplican. la utilización de 

cultivos en líneas celulares ha revolucionado el diagnóstico de enfermedades vi

rales, el desarrollo de vacunas y avances en el conocimiento de la multiplica

ción viral y de la interacción virus-celúla. (17)(39) 

Al igual que los huevos embrionados de pollo, los animales de laboratorio prao

ticamente han desaparecido, en la actualidad en los laboratorios de diagnóstico 

se utilizan cultivos celulares que son más fácHes de manejar y muchos más ver

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

se utilizan ratones lactantes.( 17) 

c) Determinación de la Multiplicación Viral por Ca'111bios Originados en la Celúla. 

la infección viral ocasiona cambios en cultivos celulares, los cuales son de 

tres tipos: l) Infección citÓCida, en la cual la infección origina muerte celular; 

2) Infección no citócida de estado estacionario, ·en esta las celúlas producen vi

rus sin afectar considerablemente el metabolismo celular y J) Transformación 

Celular, en la cual el virus no mata a la celúla pero altera permanentemente 

sus características y permanece el genoma viral en la celúla infectada. (17)(39) 

Las alteraciones citologícas producidas en cultivos de líneas celulares por algu

no-s virus es lo suficientemente característicos y puede utilizarse como crite-



rio confiable para el diagnóstico. 

El efecto citopático CECP) del virus se debe a la acción destructora de pro

ductos del virus e la célula que infecta. 

7. 

Mientras algunos virus producen cambios en las membranas celulares, otros dan 

como resultado la fusión de celÚJas infectadas con ceJÚlas vecinas no infectadas, 

formando sincicios (células gigantes con muchos núcleos), otros virus producen 

cuerpos de inclusión. (17) 

Dependiendo de Jos virus que Jos origine tales inclusiones pueden ser simples o 

multiples; grandes o pequei'las; redondas o de forma irregular; internucleares 

o intracitoplásmicas; acidofílas .o basofílas. Los cuerpos de inclusiones virales 

más característicos son las inclusiones citoplásmicas encontradas en ceJÚlas in

fectadas por poxvirus, paramixovirus, reovirus y el virus de Ja rabía y las inclu

siones intranucleares producidas por el virus del herpes y adenovirus.( 17) 

cf1 Determinación de Ja Presencia de Componentes Virales. 

La cuantificación de. componentes virales en celúlas, tejidos y fluidos corporal es, 

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

De los componentes virales, los que se hall' utilizado comunmente en el diagnós

tico de laboratorio son protefnas virales, enzimas específicas codificadas por el 

virus y los ácidos nucleicos. (2) 



a. 

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

ción viral. En estos se determina la concentración de inmunoglobulinas virales. 

Una primoinfección se diagnóstica midiendo la concentración de inmunoglobuli

nas M. La determinación de una infección se determina al observar un incremen

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

La determinación de inmunoglobulinas se hace por medio de la detección de la 

reacción antígeno-anticuerpo. La sensibilidad de la reacción puede incrementar

se si a uno de los componentes de la reacción se acopla un marcador que puede 

determinarse a bajas concentraciones. Los marcadores generalmente utilizados 

son: fluoresceína en la técnica de lnmunofluorescencia (IFA); isotopos radiacti

vos en la técnica de Radioinmunoensayo (RIA) y enzimas en la técnica de Ensa

yoinmunoenzimático (ELISA). (41) 

La interacción antígeno-anticue.rpo puede cuantificarse a través de la reacción 

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

mente utilizadas son: Fijación de Complemento (Fe); Inhibición de la Hemagluti

nación UHA) Y Neutralización de la lnfectividad viral (Nt). 

Fijación de Complemento.- Esta técnica involucra dos reacciones, la primera es 

la interacción del antígeno con su anticuerpo específico al llevarse a cabo esta 

reacción fija complemento, la segunda reacción involucra la presencia de comple

mento no fijado que puede adicionarse aeritrocitos sensibilizados con hemolisina 

produciendo hemolisis. 



9. 

Inhibición de la Hemaglutinación. Algunos virus tienen la capacidad de aglutinar 

eritrocitos de ciertas especies animales. Si hacemos reaccionar el virus con su 

anticuerpo específico, esta capacidad se inhibe debido a que estos bloquean los 

sitios de interacción con los eritrocitos. 

Neutralización.- Los anticuerpos neutralizan: la infectividad del virus previnien

do la adsorción del virus a líneas celulares y observandose la presencia o ausen

cia de daí'lo celular. 

Algunas de estas técnicas ya han sido remplazadas por su inespecifidad y baja 

sensibilidad o por las dificultades que implican el realizarlas en algunos labora

torios corro Neutralización, Fijación de Complemento e lnmunofluorescencia. 

Otras presentan riesgos y requieren equipo especial como Radioinmunoensayo. Sin 

embargo la Inhibición de la Hemaglutinación y Ensayoinmunoenzmtico ofrecen 

ventajas por ser rápidas, fáciles de realizar y específicas. ( 17) (39) 

Sintomatología CHnica OriginaQ!!_~Diferentes Virus. 

El cuadro clínico de diferentes infecciones virales resulta muchas veces confu-

so, tal es el caso de infecciones como rubeóla, dengue, sarampión, varicela, 

exantema subito, infecciones por echovirus, cosackivirus, adenovirus, parami

xovirus, reovirus, eritema infeccioso, escarlatina, etc. Cuadro No. 

( 14)( 17)(27) 



ENFERMEDAD 

DENGUE 

CUADRO ·NO. 1 

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL EN DENGUE Y RUBEOLA 

PERIODO 
PREXANTEMATICO 

Habitualmente no 
existe. 

l:.XANTEMA 
. CARACTERISTICAS DISTRIBUCION 

Maculopápulas ro
sadas de 1 a 3 mm. 

Aparece en el 
tronco y se ex
tiende a cara 

------"e"'x"'t~remidades. 

DURACION Y 
LESIONES RE
SIDUALES. 

Persiste de l a .5 
días, sin dejar 
lesiones. 

PRUEBAS 
DIAGNOSTICAS 

ElevaciÓn de aés. 
Aislamiento del 
virus. 

RUBEOLA Habitualmente no Maculopápulas ro- Se inicia en la Persite 3 días 
existe o pasa desa- sacias de 1 a 3 mm, cara y cuello dejando mínima 

Elevación de aés. 
Aislamiento del 
virus. percibida la linfade- poco intensas y an y se generali- o ninguna desca-

nopatía. poco tendencia a la za a todo el camación. 
------------------------------~~.!'ncia •. _____ c·=-""-=-reo"""'~·-·~----

SARAMPION Fiebre, rinorrea Maculopápulas rojas Se inicia en el Persiste durante 
tos, conjuntivitis, de 2 a .5 mm inten- cuello y se ge- .5 a 6 días dejan-

Elevación de aés. 
Aislamiento del 
virus. 

VARICELA 

EXANTEMA. 
POR 
ENTEROVIRUS. 

EXANTEMA 
SU BITO. 

durante 3 a .5 sas. neraliza de arri do manchas cafés 
días. ba a abajo. - y descamación 

furfurácea. -------------------

Maculopápulas, que Tiende a ser Persite de 3 a .5 Elevación de aés. 
desaparecen en po- centrípeta, tr~ días, con compli- Aislamiento del 

---~-1L~~ apare- co·-~~---~~~!!..'!...e_é!!! __ ~!.!"E..!..! ________ _ 

No existe. 

Habitualmente no La mayoría c.., exan Generalizado Desaparece en 2 Elevación de aé:s. 
existe. En algunos tema parecido al de- de rápida pro- ó l días sin dejar Aislamiento del 
cuadros producidos rubeóla. Algunos sero gresion. lesiones. virus. 
por virus Echo, pue tipos de Echo, causa-n 
de haber fiebre po:- vesículas de 2 a ltwL 
co elevada. 

Fiebre elevada 
durante 3 ó lf 
días. 

Desaparece en 21f 
ó lfl horas sin de
jar lesiones. 

Ninguna. 

-----------~------------·------

Se inicia en el 
tronco y se g~ 
neraliza en po
cas horas. 

ERITEMA 
INFECCIOSO. 

Habitualmente no 
eriste. 

Maculopápulas rosa
das de 1 a 3 mm, 
rodeadas por halo 
palido. 

Se inicia en las 
mejillas y un 
dia después en 

extremidades. 

Persiste por .5 ó Ninguna. 
7 días. Recaídas 
ocasionadas por 

irritantes cutáneos. 



Sintomatología Clínica del Dengue. 

Fiebre : comienza bruscamente y se mantiene sostenida a un nivel de 

39 a 40º C, y dura sostenida de 2 a 7 días. 

11. 

Manifestaciones hemorrág!cas: petequías, púrpura trombocitopenica, esquimo-

sis, epistaxis, hemorrágias en las encías, hematemesis o melena, prueba posi

tiva del torniquete. 

- Hepatomegalia es más de 90% de los casos de adultos y 60~ en los nii'los. 

- Estados de Choque, con inquietud, estremidades frías, pulso rápido y dé-

bil. 

Artralgía, mialgia, cefalea, dolor de ojos, conjuntivitis, fotofobia, dolor de 

garganta, etc. 

- Exantema. 

- En la biometría hemática, hematócrito elevado por lo menos 20% y menos 

de 100, 000 plaquetas/ mm• • 

- Puede presentarse casos graves y fatale~ romo Fiebre Hemorrágica de Den

gue (FHO), en caso de presentarse una reinfocción por diferente serotipo, 

principalmente por el serotipo 2. ( 17)(27)(36)(i,i.j 

Sintomatología Clínica de Rubeóla. 

La infección de rubeóla existe en dos formas: la infección postnatal y la infec

ción congénita' (27) 

La infección postnatal generalmente es benigna. Además de las lesiones inflama

toria moderadas en Ja mucuosa nasal y de la faringe, se presenta exantema cu

táneo, linfadenopatía generalizada como edema e hiperplasia retícular. Muy 

raros casos puede':!_ presentar artralgía, artritis,. antropia (inflamación aguda tran~ 

sitoria), encefalitis esta última es del tipo de encefalitis postinfecciosa y tam-



bién puede presentarse púrpura trombocitopénica .( 17)(27) 

Aproximadamente de un 2.5% a un .50% de las infecciones postanatales son 

asintomáticas o subclÍnicas. ( 1 3) 

12. 

la infección de rubeóla 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 nacimientoi de niifos con el sín

drome de rubeóla congénita (SRC).(34) 

La posibilidad de contraer rubeóla congénita depende ¡>rincipalmente del mes del 

embarazo en que se adquiere la infección. El riesgo de dallo fetal es mayor cuan

do la infección 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 infección ocurre durante la semana 9 a la 13 y es aproximada

mente del 1..5% cuando la infección ocurre entre la semana 14 a la 20.(23)(34) 

El síndrome de rubeóla congénita está caracterizado por uno o varios de los s~ 

guientes defectos teratogénicos1 ( 17)(27) 

- Malformaciones oculares: cataratas, glaucoma, retinopatía, microftalmía. 

- Malformaciones cardíacas: persistencia del conducto arterioso, comunicacio-

nes intraventriculares, etc. 

- Sordera: lesiones cocleares y del órgano de Cortí. 

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

lisis. 

- lesiones viscerales diversas: hepatitis, esplanitis, neumotritis. 

- Peso subnormal al nacimiento. 



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

Clasificación y características Estructurales yMorfolÓgicas de los Virus de 

Dengue y Rubeóla. 

I]. 

Virus de Dengue.- Los virus de dengue pertenecen a la familia Togaviridae y 

al género Flavivirus; por reacciones serológicas se distinguen 4 ·serotipos y com

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

San Luis.( 16)( 17)(27). 

El virus del dengue contiene una molécula de ácido ribonúcleico (RNA), de una 

sola cadena de peso molecular de 4 x 106 daltons. ( 16) 

El virión tiene una configuración esférica de 36 a 44 nm de diámetro. Contiene 

tres clases de proteínas denominadas VP 1 , VP 2 y VP 3 ; con pesos moleculares de 
J J J 

8 x 1 O , 14 x 1 O y .51 - .59 x 10 daltons respectivamente. Las partículas VP 1 y 

VP2 se encuentran en la cápside; mientras que Ja proteína VP3 es una glicopro

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

virus. Figura No. 1 (16)(2.5)(38) 

~nl:t=--• RNA 
-111:~-VP2 

Figura No. 1 

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

Único miembro del género Rubivirus. Se encuentra un sólo serotipo de este virus 

por anticuerpos policlonales.(24). 



14. 

El virión esta compuesto de tres proteínas estructurales E 1 , E2 y C; con pesos 
J • J 

moleculares de 60 x 10 , 47 x 10 y 33 x 10 daltons respectivamente. Mide 

aproximadamente 150 a 200 nm de diámetro, es pleomorfico y contiene una 

molécula de ácido ribonúcleico (RNA) de una sola cadena, cuyo peso aproxima

do es de 3 x 106 daltons. Las proteínas E 1 y E2 son glucoproteínas que se 

encuentran en la envoltura IÍpidica del virión, mientras que la proteína C es 

una nucleoproteína. La proteína E 1 , es la molécula más grande de las dos glu

coproteínas a la cual se le asocia la función hemaglutinante del virus y es in-

dependiente de la respuesta a la infectividad del virus. Figura No.2:(16)(23)(24). 

Figura No. 2 

Epidemiológia de Dengue y Rubeóla en México. 

Aunque la mayor parte del allo se reportan infecciones de dengue y rubeóla 

existen meses de mayor incidencia. 

Para dengue de junio a noviembre y para rubeóla de febrero a julio. (6)(7). 

En la Gráfica No. 1. se obse.rvá la incidencias reportadas de estas infecciones, 

en los rreses de mayo a agosto hay una sobreposición mayor, lo cuál ocasiona una 

confusión al tipo de agente etiologico que es responsable de la infección. 

La incidencia de la infección de dengue se esquematiza en la Gráfica No. 2. 
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Antes de 1978, no se habían reportado casos de dengue en México, pero a partir 

de ese aí'lo se empezarán a reportar casos de la infección en el Estado de Chia

pas, sin embargo en los siguientes cinco aí'los, Ja transmisión se diseminó a la 

mayoría de Jos estados del país. En 1980 el dengue se extendía por Ja costa Es

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

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

esta infección unicamente Jos estados de la parte norte central del paíS, una área 

la cual es predominante desértica y montaí'losa.(10)(36) 

En 1982 se reportaron JO 000 casos, mientras que 1983, se notificarón 12 967 

casos de dengue en México. En 1980, 1982 y 1984 se han presentado epidemias 

de la infección de dengue, por lo que el disponer de un método de diagnóstico 

confiable, permite el prescribir el tratamiento adecuado al paciente, evitar con

tagios a la comunidad y establecer cam·Jlllflas para el control de Ja infección, una 

estrategia es controlando el vector .(3)(6)(7)( 11)(1.5). 

La incidencia de la infección de rubeóla a aumentado en los Últimos aí'los. 

Gráfica No. 3. En 1978 la rubeóla ocupaba el 130. lugar en infecciones transmi

tibles, en 1984 pasó a ocupar el Uo. lugar y en 1985 Ocupa el 60. lugar.(3)(6)(7). 

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

ción o una mejoría en el sis tena de reporte de la infección o bien ambas causas 

pueden ser resposables. 

Respuesta Inmunológica a las Infecciones de Dengue y Rubeóla. 

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

centración de estas varía de acuerdo a la infección, 

Para dengue la inmunoglobulina M, aparece en el suero a los JO días después del 

inicio de la infección, teniendo su máxima concentración alrededor del dfa 20 y 
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declinando rapidamente a niveles no detectables alrededor del día 45 después de 

la infección. Las inmunoglobulinas G aparecen 2 dia~ después de las lg~t, alcan

zando 5U máximo alrededor del día 50, después del inicio de la infección; estas 

declinan lentamente pudiendose detectar por alguno• ai'los. Gráfica No .4 (37). 
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Gráfica No. 4.Dengue: Cinética de sintésis de las inmunoglobulinas 
inhibidoras de la hemaglutinación.(37), 

En la rubeóla, Ja lgM antirrubeóla aparece alrededor del día J 6 después del inicio 

de Ja infección, alcanzando su máximo alrededor del día 25 y declinan rapidamen

te a niveles no detectables alrededor del día 50. Las inmunoglobulinas G aparecen 

2 días después que las lgM, alcanzando su máximo alrededor del di·~ 50, después 

del inicio de la infección y declinan muy lentamente persistiendo durante toda h 

vida. Gráfica No. S. En una rei~fección no aparece la inmunoglobUJina M. Grci-



20. 

fica No. 6. (21lC22l 
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Gráfica No. 6. Rubeóla: Cinética de sintésis de inmunoglobullnas mhibi
doras de la hemaglutinación en re infección. ( 1 3) 
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Métodos para Ja Determinación de lnmunoglobulina M.,_ 

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

las propiedades fisicoquimicas de esta molécula. (4)(26)(31)(45)(47) 

Método de reducción con 2-mercaptoetanol. - Se basa en la propiedad del 2-mer

captoetanol o ditiotrietol, para separar la molécula de lgM en cinco moléculas 

que no inhiben la hemaglutinación, por reducción de Jos puentes di sulfuro 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 sedimentación de las inmunoglobulinas M y G. 

El de la lgM es de 195 y de otras inmunoglobulinas es de 75 a llS. Estas inmu

noglobulinas se pueden separar de otros anticuerpos por fraccionamiento en gradien

te de sacarosa por ultracentrifugación. 

La sensibilidad es alta cuando se incluyen controles apropiados, es factible de lle

var a cabo cuando se trabaja un número pequel"io de sueros, ya que la técnica es 

laboriosa y el uso de la ultracentrifuga es restringido por el tiempo de centrifuga

ción. (26)(31). 

t.'llétodo de Cromatografía por Filtración en Gel.- Este método se basa en separar 

por tamai'lo 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 A.SM); a las cuales se les aplica el suero, 

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

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

diagnóstico, ya que sólo dos sueros pueden trabaj~rse por día en cada gel. 

Para descartar falsos positivos y tener resultados confiables se recomienda utilizar 
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dos diferentes métodos, como reducción con 2-mercaptoetanol y gradiente de sa-

carosa o bien reducción con 2-mercaptoetanol con cromatografía: por filtración en 

gel. (12)(42). 

Técnicas Seleccionadas en este Trabajo. 

- Las técnicas utilizadas para el diagnóstico de las infecciones de dengue y rubeo

la fué el método de Inhibición de la Hemaglutinación (JHA,. Para la deteccion 

de anticuerpos antirrubeóla se utilizó la técnica descrita por el manual del Cen-

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

- La demostración de inmunogJobulinas de la clase M, se realizó por dos me

todos: 1!? Reducción de 2-mercaptoetanol C:el suero total y 2!? Separación en 

gradiente de sacarosa efe las inmunoglobulinas M y G, red"uc iendo las fracciones 

con 2-mercaptoetanol • 

Planteamiento del Problema. 

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

importante contar con Ja información que se obtiene en el laboratorio, para da,r 

un diagnóstico certero. 

Objetivo. 

Comprobar por técnicas de laboratorio la ambiguedad del diagnóstico clínico entre 

dengue y rubeóla. 



DISERO EXPERIMENTAL. 

Diagn6stico cltnico 
dengue 

Sueros pareados 
1• Fase 2° Fase 

aguda convalesciente. 

J:HA para 
den que 

S-ros dengue 
positivos 

Sueros dengue 
negativos 

Rube6la. 
negativos 

IHA para 
rubéola 

'l'ttulo 
32-256 U.I.H 

Gradiente de 
sacarosa 

P.educci6n con 
2-Mercaptc:e~anol.~ . 

21. 

Reducci6n con 
2-Mercapto
etanol. 
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Virus de rubeóla, cepa Therien, donada por el M.O. Olli Meurman del Depar

tamento de Virología de la Universidad de Turku, Finlandia. 

Esta cepa fue recibida en dos botellas Falcan de 60 mi de células VERO. El medio 

de mantenimiento consistía en medio basal (MBE), 0.2% de albúmina sérica bovina 

(ASB) y O.,% de caldo triptosa fosfato. 

La adaptación, propagación de este virus fué hecha por el M. en C. Enrique Or

tega Soto y por las Q.F.B. Yolanda Varela Benítez y Teresa Montero Caftibe; 

quienes amablemente donaron el antígeno utilizado para este trabajo. 

El virus de rubeóla se cultivó en células VERO,en medio esencial mínimo (MEM), 

adicionado de 10% de suero de ternera, 0.1% de penicilina y estreptomicina y 

50l@.+ride nistatina. Las botellas de cultivo se incubaron a 3'º C en atmósfera 

húmeda y co2 ; el sobrenadante se cosechó del 'º al 7!! día postinfección. 

J.- Cier:ito cuarenta y dos muestras de suero; de 71 pacientes con diagnóstico 

clínico de dengue y negativos por determinación de anticuerpos antidengue 

por la técnica de inhibición de la hemaglutinación. De estos sueros, 71 

fueron de fase aguda y 71 de fase convalesciente. Los 71 sueros pareados 

forman parte de un total de 331 muestras de sueTos que fueron obtenidas 

durante la epidemia de dengue en Yucatán en 1984. Los sueros fueron en

viados para su estudio por la M. en C. Ma. Alba Lorono, del Centro de 

Investigaciones Regionales "Dr. Hideyo Noguchi" de la Universidad Autónoma 

de Yucatán. 
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2.- Sueros Humanos de referencia. Los sueros de referencia fueron donados 

por el Dr. Michel Trudel del Instituto Armand Frapper de la Universidad 

de Quebec, Cánada y titulados por la técnica de inhibición de la hemaglu-

tinación en esa Institución. 

a) Suero control alto positivo, con título constante de 2.56 unidades inhi

bidoras de la hemaglutinación. 

b) Suero control bajo positivo, cuyo título vario de 16 a 32 unidades inhi

bidoras de la· hemaglutinación. 

e) Suero control negativo, sin anticuerpos inhibidores de la hemaglutinación 

contra rubeóla. 

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

Cánada; con un título de .500 U.l./ml de lgG antirrubeóla. 

REACTIVOS. 

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

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

Barbital sódico, Cat. 76.58. Lot. M-67891. 

Dextrosa anhidra, Cat. 1916, Lot. M-32342. 

Fosfato de sodio, Cat. 3818, Lot. M-301913. 

Sulfato de -potasio,. Cat. 98.52. Lot. M-4.582. 

Procedente de Bio Rad, Laboratories, California, U.S.A._ 

2-mercaptoetanol. Lot. 27277. 

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

Acido clomídr ico, Cat. 317, Lot. 209296R. 

Cloruro de sodio, Cat. 6404, Lot. 206160R. 



Etanol absoluto, Cat. 15853, Lot. 211430N. 

Fosfato de potasio monobásico, Cat. 104873, Lot. 901018. 

Fosfato de potasio dibásico, Cat. 206586, Lot. 804353. 

Hidróxic1n de sodio, Cat. 6598, Lot. 214102R. 

Sacarosa, Ca t. 9806, Lot. 87 36. 

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

Estándar de cianometahemoglobina, Lot. ACU208. 

Reactivo de cianometahemoglobina, Lot. ACU865. 

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

Albúmina sérica bovina, fracción V, Cat. A-9647, Lot.71F-0.3.S6. 

Gelatina, grado bacteriológico. Cat. G0510. 

Heparina, grado 1, 100 000 unidades, Lot. 2.SF-0683. 

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

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

METODOS. 

l. Obtención del antígeno de rubeóla. 

26. 

El antígeno de rubeóla 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 4°C; durante 15 minutos con agitación ocasional. 

c) Adicionar O. 5 volumen es de éter. 

d) Incubar a 4°C; durante 1.5 minutos con agitación 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 aníigeno. (Ver titulación del antígeno). 

g) Conservar a 4°c o en atmósfera de nitrógeno. 

~·· Obtención de los eritrocitos de pollo, para el tratamiento del suero y 

para la prueba de inhibición de la hemaglutinación. 

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

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

guiente manera: 

a) Preparar 6 gazas de 2 x 2 conteniendo alcohol etílico al 70%, para lim

piar la zona del pollo donde se va realizar la punción. 

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

zarlo) y despúés sangrarlo. 

c) Prepara solución de Alsever. 

d) Asépticamente llenar un frasco de vidrio con unos 20 mi de solución de 

Alsever; etiquetar el frasco "Eritrocitos de pollo". 

e) Asépticamente poner en un frasco de .50 mi o en un vaso de precipitado 

de .50 mi solución de Alsever. En la zona de esterilidad llenar las jeringas 

con aproximadamente 3 mi de Alsever. 

f) Practicar la posición correcta para tomar el pollo para el sangrado. 

-Tomar el pollo en la mano y colocar entre los dedos Índice y medio la 

cabeza y entre los dedos mel'lique y anular las patas. 

- Palpar y localizar la prominencia del esternón del pollo. 

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

ga cerca de 3 mi de solución de Alsever. 

h) Insertar la jeringa por arriba de la prominencia, con inclinación de 4.5° 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 moví-
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mientas de la jeringa para evitar que se coagule la sangre. Sangrar a 

blanco. 

Prominencia del 
esternón. 

i) Mezclar la sangre y el Alsever. invirtiendo la jeringa varias veces _Y trans

ferirla al frasco que está etiquetado "Eritrocitos de pollo". 

j) 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. 

111. Determinación del volumen del paquete celular requerido para el tratamien

to del suero y para la prueba de inhibición de la hemaglutinación. 

Se necesita 0 • .5 mi del paquete celular para preparar una suspensión al 

0.2S%, para titular aproximadamente 200 ·sueros y el antígeno requerido 

para dicha titulación. 

Se requiere aproximadamente 10 mi del paquete celular para tener una sus

pensión de eritrocitos al .50%, para retirar inhibidores no específicos de 

200 sueros. 



29. 

Para las pruebas de hemaglutinación e inhibición de la hemaglutinación y 

para el tratamiento del suero, los eritrocitos se lavaron de la siguiente ma

nera: 

a) Filtrar los eritrocitos de pollo a través de 2 gazas estériles y recibir el 

filtrado en tubos cónicos graduados de 15 mi y centrifugar a 900 g 

durante 10 minutos. 

b) Resuspender el paquete de eritrocitos de pollo en una solución de Alsever. 

Si no se utilizan de momento los eritrocitos de pollo, conservar a 4°C. 

e) Para lavar los eritrocitos, centrifugar a 900 g por 10 minutos y retirar 

el sobrenadante con pipeta Pasteur. 

d) Adicicrer aproximadamente 10 mi de amortiguador Dextrosa-Gelatina-Vero

nal y resuspender el paquete celular. 

e) Retirar el sobrenadante por succión 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 sobrenadan te. 

Multiplicar el volumen del paquete de eritrocitos de pollo por 24. El número 

dado es el necesario de volumen de amortiguador DGV para tener una sus

pensión de eritrocitos al 4%. 

IV. Estandarización de la suspensión de eritrocitos para las pruebas de he

maglutinación e inhibición de la hemaglutinación. 

a) Calentar el espeetrafotómetro unos 1 O minutos· antes de leer. 

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

caduco, para realizar la curva estándar. 

e) Hacer la curva estándar de cianometahemoglobina de la siguiente manera: 



TUBOS 1 
Conc. cianorretaherroglobina (~%) 80 
Vol. del est<indélr de 80 ~%(mi) 4 
Vol. del re<1ctivo de ciéln<YJEtahe- O 
rrogl ob in<1 (mi). 

2 
60 

3 
1 

3 
40 

2 
2 
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/¡ 5 

20 · O (Bco.) 
1 o 
3 /¡ 

La concentración de la suspensión de eritrocitos al 4% se determina de la 

siguiente manera: 

d) Resuspender perfect.,mente y tomar un mi de la suspensión de eritrocitos 

al 4% y vertir en un matraz aforado de 25 mi. 

e) Aforar con reactivo de cianometahemoglobina. Invertir el matraz y dejar 

reposar durante 1 O 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 estándar así como el problema se leen 

a 540 nm. 

g) Sumar todas las concentraciones de los estándares en mg%. Sumar las den

sidades ópticas de Jos estándares. Calcular el factor, diviendo la suma de 

las concentraciones entre Ja suma de las absorbancias de la curva estándar. 

FACTOR . ., ~ Concentraciones estándares 
~ Absorbancias de los estÚndares. 

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

una suspensión de eritrocitos de pollo al 0.25%. 

Factor de la densidad 
óptica para una suspensión 
de eritrocitos de pollo al 
/¡';\;. 

2.746 mg\\> cmg. 
FACTOR 

2. 746 mg%, cantidad de hemoglobina que se convierte en cianometahemoglo
bina, en un eritrocito de pollo. 

Volumen fioal para 
tener una suspensión 
de eritrocitos al 
D.25%. 

(
Vol. al que tué llevado 

- la suspensión al 4%. 

Factor de densidad Óptica para una suspensión de eri
trocitos al 4%. 
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i) El resultado dado es el volumen necesario de amortiguador HSAG para tener 

una suspensión de eritrocitos de pollo al O. 25%. 

v. Eritrocitos de pollo para el tratamiento de los sueros. 

a) Centrifugar los eritrocitos de pollo en un tubo cónico graduado a 900 g 

por 1 O minutos. 

b) Retirar el sobrenadante. 

c) Leer el volumen del paquete celular. 

d) Agregar un volumen igual de amortiguador HSAG para tener una suspen

sión de eritrocitos al 50%. 

VI. Tratamiento del suero para remover inhibidores no específicos y aglutini

nas por tratamiento con Heparina• MnCJ2~ 

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

b) Adicionar O. 2 mi de cada uno de los sueros controles o de Jos pacientes 

a los tl.bos que contienen amortiguador HSAG y mezclar. 

c) Adici01ar 0.2 mi de solución de Heparina-MnCJ2 , a cada uno de los tubos 

y mezclar. 

d) Incubar los tubos a 4°C; durante 1.5 minutos. 

e) Adicionar 0.2 mi de la suspensión de eritrocitos al 50%. 

f) Incubar a 4 ° C; durante J hora • 

g) Adidonar 0.8 mi de amortiguador HSAG y agitar, posteriormente centrifu-

gar a 900 g por 1 S minutos. 

h) Recolectar el sobrenadante con pipeta Pasteur estéril, teniendo precaución 

de no resuspender el paquete de células. El suero tiene una dilución de 

1 :8. 

i) Conservar a 11°c, por tiempo indefinido. 
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VII. Titulación del antígeno. 

El antígeno de rubeóla se titula por hemaglutinación, el título se expresa 

en unidades hema~lutinan1es y se determina por una titulación por tripli

cado y se calcula el promedio del punto final de las tres titualciones. 

El antígeno utilizado debe tener un título mínimo de 64 unidades hemagluti-

nantes. 

Para tener el antígeno en ~ unidades hemaglutinantes se hace de la siguiente 

manera: 

- El título del antígeno dado debe dividirse entre 4; la dilución que debe 

hacerse para que el antígeno tenga 4 unidades hemaglutinantes por 

0.02.5 mi, es el recíproco de este valor. 

Ejemplo: 

Dilución estimada de la 1itulación por triplicado del antígeno es igual a 

1: 128. Dividir la dilución estimada entre 4. 

= 32 

La dilución del antígeno se hara: 1 mi de antígeno en 31 mi de amorti

guador HSAG frío, para tener el antígeno en 4 unidades hemaglutinantes. 

La titulación se hace por triplicado en cajas de microtitulación de 96 pozos 

de fondo tipo "V" como a continuación se describe. 

a) Usando una micA'pipeta de 0.02.5 mi, adicionar 0.02.5 mi de amortiguador 

HSAG trío, del segundo pozo hasta el noveno pozo, en el primer pozo 

se coloca 0.0.5 mi de antígeno, en 3 carriles diferentes. En los pozos 

posteriores colocar una gota de amortiguador HSAG y 0.0.5 mi de 

eritrocitos de pollo al 0.25%. 

b) Colocar tos microdilutores en los primeros pozos conteniendo 0.0.5 mi 

de antígeno y agitar para tomar un volumen de 0.02.5 mi y pasarlos al 



33. segundo pozo y así sucesivamente hasta el noveno pozo y descartar los 

Últimos 0.025 mi. 

c) Adicionar a cada serie de pozos 0.05 mi de la suspensión de eritrocitos 

de pollo al O. 25%. 

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

e) Incubar a 11°c, durante 60 a 90 minutos, para la formación del botón o 

de la aglutinación. 

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

dilución del antígeno y tenerlo a 4 unidades hemaglutinantes por 0.025 mi. 

00000 
000000~'.;aE~ 
00000000 leeeooooo 
•88800000 
'88800000 1eeeooooo 
'8eeooooo 
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MODO DE INTERPRETACION • 

Aglutinación 

Completa. 

Aglutinación 

Parcial• 

No Aglutinación • 

•• Celulas aglutinadas cubren el fondo 
del pozo formando una malla. 

Células 

Células 
pacto. 

@ 
formando 

l0 
formando 

un anillo difuso. 

un botón com-

+ 

+ 

El título esta dado por la dilución que todavía presenta hemaglutinación. 

El control de los .. eritrocitos debe estar compacto, si presenta hemaglutina

ción los eritrocitos se están aglutinando solos y ésto da falsos positivos. 

Ejemplo 

El título dado es de 8 unidades hemaglutinantes. 

VIII. Prueba de Inhibición de la Hemaglutinación (IHA). 

Los reactivos deben conservarse a 4°C,. para el uso de la prueba de inhibi

ción de la hemaglutinación • 

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

distribl'yen de la siguiente manera: 

a) Los sueros de los pacientes y los sueros controles se les asigná un carril 

vertical. 

b) Escoger 2 pozos para el control de células. 

c) En una sola placa, hacer las diluciones del antígeno, para rectificar 



que el antígeno tenga 4 uriidades hemaglutinantes por cada 0.02.5 mi; 

realizar .esta prueba por triplicado. 

Realización de la prueba de inhibición de la hemaglutinación. 

a') Con una pipeta de 0.02.5 mi, colocar en cada carril del pozo 2 al JO, una 

gota de amortiguador HSAG trío. 

b) Colocar 0.0.5 mi de amortiguador HSAG trío a cada pozo para el control de 

células en cada placa. 

c) Usando una pipeta de 0.2 mi diferente para cada suero, adicionar 0.0.5 mi 

del suero tratado con una dilución de 1 :8 a Jos primeros pozos. de cada 

hilera etiquetada para cada suero y 0.02.5 mi para el control del suero. 

d) Colocar Jos dilutores de la microtitulación 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 Jos microdilutores. 

e) A dii:imar una gota de O. 02.5 mi de antígeno de rubeóla con un título de 

4 unidades hmaglutinantes a cada pozo en las series de las diluciones del 

suero (no poner en Jos controles del suero, ni en el control de los eritro-

citos) y 0.02.5 mi a cada uno de los primeros pozos de cada una de las 

tres hileras de la titulación del antígeno. 

f) Mezclar ~a placa en un vibrador mecánico por un minuto. 

g) Incubar a 4°C, por una hora. 

h) Adicionar 0.0.5 mi de la suspensión de eritrocitos de pollo al 0.2.5% a las 

diluciones del suero, Ja titulación del antígeno, controles del suero y con

trol de células. 

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

j) Incubar a 4°C, aproximadamente de 60 a 90 minutos. 

k) Si después de 90 minutos, el control de células presenta un botón compac-
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to se puede leer la prueba. El control del antígeno que se tiene por tri

plicado debe ser cercanamente idéntico. Si presentan variaciones los contro-

les de Jos sueros, se debe a un funcionamiento impropio de los dilutores o 

que 1 as placas de microtitulación no estén limpias. 

1) Estimar el punto final de la titulación por inhibición de la hemaglutinación, 

está dado por la máxima dilución que no presente aglutinación. 

1 
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Ejemplo de interpretación de la prueba de inhibición de la hemaglutinación. 

OCXXJee•e 
8 16 32 64 128 2.56 .512 1024 2048 

El título es 64 unidades inhibidoras de la hemaglutinación. 

IX. Preparación del Gradiente de Sacarosa. 

a) Determinar el número de sueros que se van a utiUzar para la prueba y que 

correspondan al número de tubos requeridos para el gradiente de sacarosa. 

b) Cada tubo para el gradiente de sacarosa requiere de o. 2 mi de solución 

de sacarosa al .50%, 1.6 mi de soluciones de sacarosa del 37% y 23% y 

J .4 mi. de solución de sacarosa al 10%. 

c) Con una pipeta de 1 mi, adicionar O. 2 mi de solución de sacarosa al .50% 

hasta el fondo del tubo. 

d) Usando una pipeta de 2 mi, adicionar resbalando por las paredes· del tubo, 

1.6 mi de solución de sacarosa al 37%, evitando que se revuelva con la 

solución de sacarosa al .50%. 

e) Adicionar con una pipeta de 2 mi, 1 .6 mi de solución de sacarosa al 23%, 

del mismo modo que el anterior. 

f) Usando la misma técnica, adicionar 1 • 4 mi de solución de sacarosa al 10%. 

g) Los tubos preparados se colocan a 4°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 mi, sacarosa al 27%. 
0.2 mi, sacarosa al .50%. 
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X. Preparación 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-MnCl2 • 

b) Adicionar O. 3 mi de Amortiguador ASF pH= 7. 2, a cada uno de los tu

bos y mezclar. 

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

XI. Formación del Gradiente de Densidad de Sacarosa por Centrifugación. 

a) Determinar el número de sueros para ser fraccionados y que correspondan 

al número de tubos requeridos para el gradiente. 

b) Etiquetar los tubos del gradiente. 

e) Usando una p¡jpeta de 1 mi, adicionar a cada tubo del gradiente O. 3 mi 

del suero del paciente tratado y sin tratar. 

d) Colocar los tubos en el rotor SW-39 ó SW-!i0-1, de la ultracentrifuga. 

e) Poner una membrana delii:ada de· irrasa de alto vado en cada cubeta del 

rotor. 

f) Orientar cada tubo en el rotor. 

g) Colocar el rotor en el cuarto frío. 

h) Centrifugar por 16 a 18 horas a 13.5 897 g en el rotor SW-39 ó a 

101 .5.59 g en el rotor SW·.50-1. 

i) Cuando la centrifugación se ha terminado retirar individualmente los tubos 

del gradiente. 

j) Preparar un número apropiado de tubos etiquetados para la colección del 

fraccionamiento. 

k) Utilizando una pe~efta sonda hipodérmica insertarla a cada tubo del gra

diente ó picar el tubo por la parte jnferiar. 

1) Colectar fracciones aproximadamente de 0 • .5 mi cada una, para cada ¡ 



39. 

tubo del gradiente. 

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

mente ser tituladas. 

XII. Tratamiento de los Sueros con 2-mercaptoetanol. 

a) Colocar O. 1 mi del suero, en un t~bo de vidrio de 13 x 100 mm· 

b) Adicionar o. J mi 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 Ja dilución que se tiene. 

XIII. Determinación de Porcentaje de Sacarosa por Refractometrfa • 

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 Ja fracción con menor concentración en las 

placas. 

d) Leer el fodice de refracción. 

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

f) Los valo.res obtenidos se refieren a las tablas de valores estándar de sacarosa, 

para obtener la concentración en porcentaje de sacarosa. 
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Q!.!g~_de los sueros estudiados. 

Durante fa epidemia de dengue en 1984, en el estado de Yucatán, se obtuvieron 

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

clínica de dengue. 

A estos sueros se les determinó por inhibieión de Ja hemaglutinación el título 

de anticuerpos contra dengue, de Jos cuales 200 pacientes (60%), resultaron 

positivos y 131 (40~) fueron negativos. Se consideró concluyente de infección 

activa para dengue aquellos sueros que de fase aguda a fase convalesciente 

presentaban un incremento en el título 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 título mayor o igual a 1280 unidades inhibidoras de 

la hemaglutinación pa·ra dengue. De los sueros que fueron negativos se encen

tro evidencia de infección previa para dengue en el 40% de esta población y 

el 60% no tuvieron título de anticuerpos contra Jos Flavivirus. 

Suero de referencia con título expresado e!! unidades internacionales por ~ 

El suero ·se título por la técnica de inhibición de Ja hemaglutinación para tener 

una relación del título expresado en unidades inh.ibidoras de la hemaglutinación 

y en unidades internacionales por mi. El suero sin diluir 000 U.l/ml) dió un 

título de 1024 u.1.H.; diluido 1:2 dió un título de '12 U.l.H. y así sucesi

vamente como se muestra en la Tabla No. 1 



--,.ttulo Tttulo 
U.l/ml U.l.H 

.500 1024 
2.50 .512 
12.5 2.56 
62 • .5 128 
31.2 64 
1.5.6 32 
7.8 16 
3.9 8 

<3.9 Neg. 

Tabla No. 1 Relación entre el título expresado 
en U. J/ml y el título expresado en 
U.J.H. 
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Titulación de Anticuerpos AntirrubeÓJa por Inhibición de Ja Hemaglutinación. 

De Jos sueros que resultaron negativos para dengue, se pudieron rescatar 71 

de ellos, a Jos cuales se les determinó Ja concentración de anticuerpos anti-

rrubeóla por inhibición de Ja hemaglutinación y se expresó en unidades inhi-

bidoras de Ja hemaglutinación y en unidades internacionales. Los resultados se 

muestran en la Tabla No. 1 • 

Es importante mencionar que se considera inmunidad protectora para la infec-

ción de rubeóla a un título de anticuerpos igual o mayor que J.5.6 unidades 

internacionales/ mi. 

Como se observa once pacientes (J .5.4%) no presentaron anticuerpos antirru-

beóla en ninguna de las dos muestras tomadas, en un paciente (1 .4%), el tí-

tulo de anticuerpos antirrubeóla fue de 8 U.l.H.; cuatro pacientes, (.5.6%), 

presentaron un título de anticuerpos antirrubeÓla de 16 U.l.H., este grupo 

de pacientes en total un porcentaje de 22.4, tuvieron un título inferior al 
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Tabla No. 2 Títulos de Anticuerpos Antirrubeóla. 

Título Fase Título Fase Sueros*~· 

Número de A~uda* G:nv-dlesciente ** Fase Fase 

Suero Sexo Edad u.1. • u.1. U.l.H. u.1 Aguda Ccrwalesciente 

J.- F 40 128 62 • .5 128 62 • .5 7 1.5 
2.- M 64 32 1.5.6 32 1.5.6 2 15 

3.- M 43 128 62 • .5 128 62 • .5 4 !I 

4.- F 12 2.56 12.5 2.56 12.5 .5 J9 

.5.- F 26 2.56 12.5 1024 .500 2 35 
6.- F 20 2048 .500 .512 2.50 32 41' 

7.- M 29 16 7.8 32 1.5.6 .5 10 
8.- M 7 128 62 • .5 2.56 12.5 9 22 
9.- M 38 32 1.5.6 32 1.5.6 3 8 

10.- F 37 .512 2.50 .5J2 2.50 9 13 
11 .- F 72 64 3J.2 64 3J .2 3.5 41 
12.- F 37 128 62 • .5 J28 62 • .5 l¡ JO 
13.- F 'º 32 1.5.6 32 1.5.6 8 JI¡ 

14.- M 1.5 Neg. Neg. Neg. Neg. 1 7 
1.5.- M 29 Neg. Neg. Neg. Neg. ' 8 
16.- M 34 Neg. Neg. Neg. Neg. 8 JI¡ 
17.- F J7 128 62 • .5 128 62 • .5 ' 9 

18.- M 37 .5J2 2.50 .512 2.50 4 10 
19.- M 24 128-2.56 62 • .5-J2.5 2.56 12.5 3 6 
20.- M 48 128 62 • .5 128 62 • .5 2 7 
21.- F 2J 128-2.56 62 • .5-12.5 2.56 12.5 9 27 
22.- M 30 64 31.2 64 31.2 3 8 
23.- F 36 2.56-.5J2 12.5-2.50 2 1.5 
24.- F 34 64 31.2 64 31.2 4 21 
2.5.- M 30 128 62 • .5 I¡ 7 
26.- F 23 2.56 J2.5 2.56 J2.5 3 9 
27.- M J4 64 31.2 64 31.2 3 6 
28.- M 26 128 62 • .5 64-128 31.2-62 • .5 2 .5 
29.- F 31¡ 16 7.8 J6- 32 7.8-1.5.6 5 3.5 

. 30.- F 30 32 1.5.6 J6 7.8 
31.-. 2.56 12.5 2.56 12.5 
32.- F 23 J28 62 • .5 J28-2.56 62 • .5-12.5 .5 12 
33.- F 26 Neg. Neg. N!g. Neg. ' 12 

3~~-' F 23 Neg. Neg. Neg. Neg. 6 39 

3.5.- F 40 64 3J.2 64-J28 31.2-62 • .5 2 8 

36.- M 37 128 62 • .5 128 62 • .5 ' 13 

37.- F 28 32 1.5.6 16 7.8 l¡ 11 

38.- M 3J 16 7.8 32 1.5.6 2 8 
39.- F 30 32 1.5.6 32 1.5.6 3 10 

40.- F JI¡ Neg. Neg. Neg. Neg. 6 11 

41.- M 4.5 128 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 64-J28 31.2-62 • .5 
4.5.- F 2.5 2.56 12.5 2.56 12.5 
46.- M 32 1.5.6 32-64 J.5.6-31.2 6 
47.- M 22 32-64 1.5.6-31.2- 64 31.2 7 
48.- M 41 2.56 12.5 2.56 J2.5 13 
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Continuación Titbla No.2 

TÍtul o Fase Título Fase *** Sueros 
Número de Agud¡¡* Olnvalescientel'* Fase Fase 
Suero. Sexo Edad U.l.H u.1 U.l.H. U.I. Aguda G:rwalesciente. 

49.- M 32 64-128 31.2-62.5 64-128 31.2-62.5 2 8 
50.- M 24 256-512 125-250 2.56-512 125-250 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.- fl 24 128 62.5 64-128 31.2-62.5 4 JO 
56.- M 45 128 62.5 128 62.5 2 6 
57.- F 11 128-2.56 62.5-125 256 125 5 13 
58.- M 12 l"Eg. Neg. Neg. Neg. 3 12 
59.- M 24 128 62.5 64-128 31.2-62.5 2 10 
60.- M 26 256-512 125-250 2.56-512 125-250 5 9 
61.- M 33 256 125 2'6 125 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 19 
65.- M 128 62.5 128 62.5 8 16 
66.- M 28 256-512 125-250 .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 
71.- F 13 64-128 31.2-62.5 64-128 31.2-62.5 9 15 

* Título en unidades inhibidoras de la hemaglutinación (U .1. H) 
**Título en unidades internacionales (U .1) · · 

***Los valores corresponden a los días postinfección cuando se tomarán las 
muestras. 
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nivel protector. Gráfica No. 7 

Seis pacientes (8.1 %), tuvieron un título de anticuerpos antirrubeóla de 

32 U.l.H.; diez pacientes (14%), presentaron un título de anticuerpos anti

rrubeÓla de 64 U.1.H,,; diez y nueve pacientes (26 • .56%), presentaron un 

título de anticuerpos antirrubeóla de 128 U .1. H. ; once pacientes ( 1.5. 4%), 

presentaron un título de anticuerpos antirrubeÓla de 2.56 U.l.H.; cinco pa

cientes (7.0%), tuvieron un título de anticuerpos antirrubeóla de .512 U.l.H; 

tres pacientes (4. J %), presentaron un título de anticuerpos antirrubeóla de 

1024 U.l.H y dos pacientes un título de anticuerpos antirrubeóla de 2048 

U.l.H. (2.8%). Gráfica No., 7 

De los sueros estudiados, 37 pacientes pertenecen al sexo masculino (.52.1%), 

32 pacientes al sexo femenino (4.5.09%) y dos pacientes (2.8%) no se tienen 

sus datos. 

Determinación de lgM antirrubeóla • 

a) Por tratamiento con 2-mercaptoetanol de los sueros con alto título de 

anticuerpos antirrubeóla. 

Se seleccion.aron para buscar la presencia de lgM en aquellos sueros que pre

sentaron un título de anticuerpos antirrubeó1a· igual o mayor a .512 u.1.H. 

en las muestras en fase aguda. Para esto se tratarán con 2-mercaptoetanol 

y se titularon nuevamente por inhibición de la hemaglutinación. Los resulta-
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dos obtenidos se muestran en la Tabl<1 No. ] 

No.· del suero 

.5 
6 

10 
18 
.50 
.52 
.54 
60 
62 
66 

Titulo en U.l.H 
antes del 
tratamiento con 
2-mercaptoetanol. 

1024 
2048 

.512 

.512 

.512 
1024 
2048 

.512 
2048 

.512 

Titulo en u.1.H. 
después del 
tratamiento con 
2-mercaptoetanol ~ 

64 
128 
. 32 
.512 
.512 
64 
128 
.512 
128 
64 

Tabla No. l. T!tulo de los sueros antes y después de la reducción 
con 2-mercaptoetanol en unidades inhibidoras de la 
hemaglutinación. 

Como se observa en los sueros No. 18, .50 y 60, el tftulo de anticuerpos 

!le ·mantuvo .. constante desp~~s del tratamiento con 2-mercaptoetanol indican

do que no había inmunoglobulina M. 

En los sueros No • .5, 6, 10, .52, .54, 62 y 66, se encentro una disminución 

en el título después del tratamiento con 2-mercaptoetanol, el cambio pre

sentado en el título fue en un factor de 3-4 veces menos, por lo que sugie

re la presencia de lgM antirrubeóla. 

b) Separación de lgM e lgG por gradiente de sacarosa. 

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

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

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

fracciones se titularon por inhibición de la hemaglutinación. Después las 



fracciones se trataron con 2-mercaptoetanol y se titularon nuevamente por 

inhibición de la hemaRlutinación. 

47. 

En primera instancia se realizó un Rradiente de sacarosa para un suero con

tr.ol de lgG. Gráfica No. 8. Se escogió el suero No. 21 debido a que tenía 

un título alto y que no varió de fase aguda a fase convalesciente, teniendo 

un título de 256 unidades inhibidoras de la hemaRlutinación. El suero en fase 

aRuda se obtuvó al 9Q día postinfección y en fase convalesciente 25 días des

pués postinfección. En la Rráfica se muestra el título de las diferentes frac

ciones obtenidas y se observa la presencia de un solo pico, el cual aparece 

de la frac;ción :; a la 8 que corresponde a un porcentaje de sacarosa de 

8 al 20 %. Las fracciones que presentarán tÍtulo se trataron con 2-mercap

toetanol y se titularon, como puede observarse el título no varió, de esta 

manera se confirmo que la única inmunoglobulina inhibidora de la hemaglu

tinación que contenía el suero era la· lgG, .además que se encontraba en las 

fracciones del 8 al 20% de sacarosa. 

En cuanto a los sueros No. :;, 6, JO, 52, 54, 62 y 66, Gráficas No.9, 10, 

11, 14, 15, 17, 18; se encontraron que al titular por inhibición de la he

maglutinación las diferentes fracciones obtenidas, la presencia de dos picos, 

el primero que va de la fracción 1 a la 4 y que se presenta en un porcenta

je de sacarosa de 26 - 40 % y el segundo pico de la fracción :; 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, Gráficas No. 12, 13,16, al titular las frac

ciones obtenidas se observa solo un pico que va de la fracción :; a la 10, 



--1 •2 

f • :z:: M 
R 
-8 

1 l i 32 

1 
i •• 

~ 
• 

CRAFICA No. a. SUERO CONTROL IQG 
Pa!Clltta¡e de 9CICGf'09CI . 

e Titulo de fracc:ia .. • 

& TitulO de fraoi:iai·· ..... dll lia1G11ia11to canam.cap1oe1uw 50 
nol. 

2D 

11 



CRAFICA No. 9. 

1 

SUERO 5 
- Porclntail ... 9CIClll'OICI 

TdÚlodefraCCIDI•· 
• Titulode~ 
. a ~-.1n11a111i111ito cana-••••· 

11 



GRAFICA NO. 10. 

• 

SUERO a 
Pallmntaje de ICICClloea 

e TdUID de Aaccioi• 
A Titulo de fraccione• ...... del 

•au11ieHIDCGRZ NcaptoelalOI. so 

j .. 
~J 
20 

IO 

11 



GRAFICA NO. 11 

," 

j•z• --. 2 

J 94 
Jl .. 
t 
1 
I, 
i 
1 
F= 

s • 

• 
& 

., . . 
._.defracclDne• 

IO 11 

90 

J • . .. 
301-

IO 



.!! 

8 

GRAFICA NO. 12. SUERO 

• • 

.. 
Porcei1lllje de taCClrosG. 

'ntulo de flac ..... 
ntu1o de fracciones después del 
tratanlMnto can 2-mermptoetanol. 50 

401 
.g 

.J 

o 



CRAFICA NO. 1 J. 

2 4 5 

SUERO 50 
- a.PD-ce1--nta ... je de aacarosa. 

e Titulo de fracc:ionea. 
Titulo ele trac:aon. ctespueS del 

• tratarni9nto can~"*captoeta1101. 

IO 11 • T 8 9 
~ ........... 

10 



~-

1 
.!! .. 
1 
1 
1 

1 

GRAFICA NO ... 

128 

2 4 

SUERO 52 
Porcentaje de SCICG"OICI •. 

e . Titulo de fracc:ione9. 

& Titulo • fraccion• ..... 
del tratamientD con 2-11'ielcaptoelanol. 

50 

401 
JI 
.g 

J 
llO 

10 

• • IO 11 



.5! .. 
1 z 
.!i 

1 
i' 
J2 

! 

GRAFICA NO. " SUERO 5• 
flan:llntaje de 9CICCll"OIG. 

• Titulo de fracciann. 
Titulo de frai::c:iones d ..... del 

& llolm11ie11to con~plo•tauol. 

20 

to 



GRAFICA NO. 16 

• 

2 4 s • 

SUEROeo 
Porcentaje de tGCClfOSQ 
Titulo de fraccion .. • 

& Titulo de flac:ciol ........ del 
1tata11ilenlD con 2-rnerc:aptoetano 

7 • • IO 11 

.sm.... fnlcciol• 

20 

IO 



GRAFICA N0.17. 

z • 

SUERO 82 
- A)ie1ntaje de MCCll08Ci. 

e Titulo de fracciones. 
Titulo de fraccione• después del 

& tratc.niento can 2--nwicaptoelalCJI. 

• 7 • • 11 
Ndrnero de frGClciaH•. 

10 



GRAFICA NO. 18 

• 

NUMERO DE FRACCIONES 

SUERO NO. 66 
PORCENTAJE nE SACAROSA 

TITULO DE FRACCIONES 

TITULO DE FRACCIONES DESPUES 
DEL TRATAMIENTO CON 
2-MERCAPTOET /\NOL. 

11 

50 

·~ 
;o 
(") 

40 "' z ... 
~ 
"' e 
"' 
"' > 

o (") 
> ;o 
o 
"' > 

20 

10 



en un rango de sacarosa del 8 al 20%. Estas fracciones al tratarse con 

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

indica que estos sueros tienen solo inmunos!lobulina G. 

El gradiente de sacarosa para todos Jos sueros fue lineal. 
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La determinación de anticuerpos antirrubeóla se realizó por la técnica de In

hibición de la Hemaglutinación estandarizada del Centro del Control de Enfer

medades de A ti anta, Georgia. La Inhibición de Hemai;:lutinación es Ja técnica 

base para realizar encuestas seroepidemiologícas y para establecer el diagnós

tico de laboratorio de la infección de rubeóla, además de ser la técnica de 

referencia. 

Se analizaron 331 sueros de pacientes, diagnosticados clínicamente como den

gue, de estos 200 pacientes resultaron serológicamente como dengue posi

tivos y Jos otros 131 pacientes resultaron dengue negativos. Ya que el dengue 

puede confundirse clínicamente con rubeóla, se procedio a analizar por rn

hibición de la hemaglutinación 71 sueros de pacientes dengue negativos. 

De Jos 71 sueros estudiados un porcentaje del 22. 44 % , no presentarán título 

protector de anticuerpos antirrubeÓJa, ya que tuvieron un título menor a 

32 unidades inhibidoras de Ja hemaglutinación o menor a 1.5.6 unidades inter

nacionales. Esto nos indica que el porcentaje de susceptibilidad de esta po

blación es alto en comparación con estudios epidemiológicos realizados con. 

anterioridad, en donde Michel Lozano y col., encuentran un porcentaje de 

inmunidad del 87% en mujeres adultas, la Ora. Ordoi'lez encuentra niveles 

de protección del 9 3 • .5% al 98. 6% en mujeres adultas, Martín Sosa y col. , 

encuentra en estudiantes universitarias el 91. 9% de protección y Mejía La

guna y Martín Sosa encuentran que el 83. 3% tienen títulos protectores de 

anticuerpos antirrubeóla en una población universitaria (29) (30)(33). 
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Los resultados encontrados en esta población indican que el porcentaje de sus-

ceptibilidad es mayor; esto es grave si se considera que la incidencia de ru

beóla tiene un ciclo epidémico de alrededor de 8 aí'los y que podría presentar

se una epidemia en la Cd. de Mérida, Yucatán, ya que hay mujeres en edad 

reproductiva susceptibles a la infección de rubeÓla. 

Por otra parte el mayor porcentaje de pacientes presentaron un título de anti

cuerpos de 128 unidades inhibidoras de la hemaglutinación que fue alrededor 

del 26%, seguidos por aquellos que tuvieron un tftulo de anticuerpos de 256 

unidades inhibidoras de la hemaglutinación (15.4%) y el 14% de los pacientes 

tuvieron un tftulo de anticuerpos de 64 unidades inhibidoras de la hemaglutina-

ción. 

La mayor variación presentada fue en aquellos pacientes que tuvieron un tí

tulo de anticuerpos mayor o igual a 512 unidades inhibidoras de la hemagluti

nación entre los títulos de fase aguda a fase convalesciente, esto nos indica 

que hubo un aumento en el título de anticuerpos antirrubeóla, que probable

mente tenfa una infección reciente. 

No en todo el grupo de estos sueros se presentó un incremento de fase aguda 

a fase convalesciente, ya que no estuvieron bien tomadas las muestras en el 

perfodo que indica el e.o.e. para observar el incremento en el título. El 

suero en fase aguda se debe tomar al 3er. dfa después de aparecer los pri

meros síntomas y el suero en fase convalesciente de 1 a 2 semanas después 

de la primera .muestra (12). 

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

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

margen de error de ·1a técnica de :! una dilución. Este margen de error es el 
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aceptado por el e.o.e de Atlanta, Georgia (12). 

Aquellos sueros que tenían un título mayor o igual a 512 unidades inhibidoras 

·de la hemaglutinación se les realizo reducción con 2-mercaptoetanol y se ob

servó que en tr.es sueros no presentaban variación en el título después del tra

tamiento, lo que indica que no tenían inmunoglobulina M, ya que el título no 

cambió; pero en siete sueros presentaron variación en su título después del 

tratamiento con 2-mercaptoetanol, esta variación fue en un factor de 3 a 4 

veces por lo que estos sueros tenían pre!lncia de lgM e lgG. 

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 sólo presentaban inmunoglobuli

na G antirrubeóla, por lo que se trataba de una reinfección por rubeóla, y que 

los sueros No. 5, 6, 10, 52, 62 y 66, tenían inmunoglobulina M y G antirru

beóla, por lo que se trataba de una pri moinfección. 

El utilizar dos métodos para la determinación de lgM, nos evita falsos positivos 

y nos sirve para determinar si se trata de una primoinfección o reinfección; 

estos métodos también se pueden utilizar en caso de mujeres embarazadas que 

sospechen de la infección por rubeóla. 

Como se observa el 14% de la pobÍación estudiada, fueron rubeóla positivos, 

lo que indica que pueden resultar frecuentes las equivocaciones si únicamente 

se toma en cuenta el diagn·óstico clínico. 
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Como se .ve con estos· resultados es necesario hacer el diagnóstico de laborato

rio de las infecciones virales que pueden presentar confusión en el diagnóstico 

clínico; ésto puede realizarse con métodos simples y confiables como es la 

técnica de Inhibición de la Hemaglutinación. 
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El diagnóstico de infecciones virales, basado únicamente en observaciones clí

nicas no es confiable, ya que requiere de su comprobación por pruebas de labo

ratorio. Esto sobre todo en aquella\?" infecciones que pueden presentar una sinto

matología muy parecida. 

En nuestro caso se analizaron sueros de pacientes con sintomatología clínica de 

dengue y negativos por serología, para detectar si presentaban infección por 

r:ubeóla. 

Se encontró que 10 pacientes presentaban altos títulos de anticuerpos antirru

beÓla, de estos 7 pacientes padecían la infección por primera vez comprobán

dose la presencia de lgM antirrubeóla por reducción con 2-mercaptoetanol y 

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

infección. 

El diagnóstico clínico de dengue y rubeóla no es confiable, por lo que deben 

de implementarse de manera rutinaria métodos para el diagnóstico viral por 

pruebas de laboratorio, ya que la identificación del agente etiólogico responsa

ble de la. infección facilitaría el diagnóstico de las infecciones en fase tempra

na, posibilitando la prescripción del tratarriento adecuado que debe brindársele 

al paciente; de igual forma estos datos pueden servir para tomar las medidas 

necesarias que deben implementarse para la protección del personal hospitalario 

y a la comunidad, ya que se contará con datos más confiables para evitar po-

sibles epidemias. 



1.- Amortiguador Dextrosa-Gelatina-Veronal (DGV). 

Se preparétn dos soluciones "A" y "B". 

!!!:~CtiV~ 

Solución "A". 

Acido barbitúrico O. '8 g 
Gelatina 0.68 g 
H2o destilada 2,0.0 mi 

Calentar poco a poco hasta ebullición para obtener la solución. 

Solución "B". 

Barbital sódico 
Cloruro de calcio (Cac12 • 2H

2
o) 

Sulfato de magnesio (Mgso4 • 7H20) 

Cloruro de sodio (NaCI) 
Dextrosa (C

6
H 60 6 ) 

0.38 g 
0.0~6g 

0.12 g 

8.S g 
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 solución a 

7. 3. La .solución se esteriliza por filtración a través de membrana 

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

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

Preparación de la solución stock de Hepes Salino 'X. 

Hepes salino 
Cloruro de sodio (NaCI) 
Cloruro de caleio (CaCI 2 • 2H20) 

29.8 g 
40.9, g 
0.74 g 

Af«ar a 1000 mi con agua destilada. Ajustar el pH a·'·'· Esterilizar 

''· 

por filtración a través de membrana Millipore con un poro de O. 22 micras. 
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Conservar a 11°c. 

Preparación de la solución stock de albúmina sérica bovin~ 

~~activ~ 

Albúmina sérica bovina en polvo. 20.0 g 

Aforar a 1000 mi con agua destilada. Esterilizar por filtración a través de 

membrana Millipore con un poro de 0.22 micras. Conservar a 11°c·. 

Preparación de solución stock de gelatina IOX. 

Gelatina 2.5.0~ 

Aforar a 1000 mi con agua destilada. Esterilizar en autoclave a 120°c por 

1.5 minutos. Conservar a 4°C. 

Preparación del amortiguador HSAG • (preparar aséptica mente). 

~eactiv~ 

Solución stock de hepes salino .5X. 200.0 mi 
Solución stock de albúmina sérica bovina 2X • .500. O mi 
Solución stock de gelatina IOX. · 100.0 mi 

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

Conservar a 11°c. 

3.- Preparación de solución de Alsever. 

Dextrosa (C H O ) 
Citrato de s'bdlJ 6 (Na 3c 6H.5o7 • 2H 20) 

Cloruro de sodio (NaCI) 
Acido cítrico (C6H 8o

7
> 

20 • .5 g 
8.0 g 

4.2 g 
o • .5.5 g 

Aforar a IOÓO mi con agua destilada. Esterilizar por filtración a través 
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de membrana Millipore de o. 22 micras. Conservar a 4ºc. 

4.- Preparación de amortiguador Salino de Fosfatos (ASF). 

Solución "A". 

~~!!_CtiV~ 

Fosfato de sodio di básico (Na
2
HP04) .54. 8 g 

Fosfato de sodio monobásico (NaH 2Po4..2H
2
o) 1.5.7.5 g 

Aforar a 2000 mi con agua destilada. 

Solución "B". 

Cloruro de sodio (NaCI) 8 • .5 g 

Aforar a 100 mi con agua destilada. 

Mezclar 40 mi de· solución "A" y 100 mi de solución "B" y aforar a 1000 mi 

con agua destilada. Ajustar el pH a 7. 2. Esterilizar en autoclave a 12oºc, 

durante 1.5 minutos. 

S.- Preparación de solución de Sacarosa al SO% en amortiguador ASF pH= 7 .2. 

~~!Ctiv~ 

Sacarosa 100.0 g 

Adicionar 200 mi de amortiguador ASF a pH= 7 .2, disolver en bano maria 

a 37°c. Esterilizar pasando a través de ·membrana Millipore de 0.22 micras. 

Conservar a 4°C. 

6.- Preparación de soluciones de sacarosa al 37%, 23% y 10% en amortiguador 

ASF A pH= 7.2. 

Preparación de solución de sacarosa al 37% en amortiguador ASF a pH=7. 2. 

- Tomar aséptica mente 26 mi de amortiguador ASF a pH= 7. 2, en un ma

traz Erlenmeyer de 2.50 mi estéril. 



- Adicionar asépticamente 7S mi de solución de sacarosa al SO%. Mez

clar. 

Conservar a 4°C. 

68. 

Preparación de solución de sacarosa al 23% en amortiguador ASF pH=7. 2. 

- Tomar asépticamente S4 mi de amortiguador ASF y colocarlos en un 

matraz Erlenmeyer de 2.50 mi estéril. 

- Adicionar asépticamente 46 mi de solución de sacarosa al .50%, mezclar. 

- Conservar a 4°C. 

Preparación de solución de sacarosa al 10% en amortiguador ASF pH=7 .2. 

- Tomar asépticamente 80 mi de amortiguador ASF y colocarlos en un ma

traz Erlenmeyer de 2.50 mi estéril. 

- Adicionar asépticamente 20 mi de solución de sacarosa al .50% estéril, 

mezclar. 

Conservar a 4°C. 

7 •• Preparación de solución de Heparina-MnCt 2 • 

-Heparina de sodio USP .5000 U/mi. 

Si la solución de heparina esta más concentrada, diluir a .5000 U/mi con 

agua destilada. Esterilizar por filtración a través de membrana Millipore 

de 0.22 micras. 

- Cloruro de Manganeso (MnCl2) IM. 

Pesar 39.6 g de Mnct2 • 4H 2o y aforar a 200 mi con agua destilada. 

Esterilizar por filtración a través de membrana Millipore de 0.22 micras. 

Guardar en la obscuridad y conservar a 4°c. 

Combinar en partes iguales de Heparina .5000 U/mi y MnCt 2 1 M. Preparar 

al momento de utilizarse. 
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