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1. INTRODUCCION

El estudio de la Virclogia molezular curante los

afivi ha persatide que

manejadas en forra mas direcia
nuaves programas de investiZasioan 8 el zaTes de la viroleogla

pFara mantener la vanguardia wn la ciencia.

rnumerc de enferpedades que

ataczan a pla v al hzmbre, Su impariancia
en Medicina se debe a
infeccicnes  virales.
emdémaca. Turante el

viral fuercrn sSerias amenazas para

su Cesarraolile
aer :nfecciones gue

&S son wransmitidas o

LrAVes Qe ja Flazenta., Lentia de elic el recrén nac

puede estar enfersc o, LonvaiesIiente de enfer medates Ju2 nava

adirurrade

n



infeccicnes maternas N bacterianas producen

prevocan malfermaciones

CRCH. El término TCRCH

es un asrdnimo feormade por 1as priméras letras de los agentes
Gue suelen ser la causa de las manifestacicnes ciinicas definidas

en este Sindrome (32, Ver cuadro No.i.

T= Tewmoplasna geondi: {parasitcd
C= Virus entériccs

F= Pubecla

C= ilemegalcvirus

H= Herpes virus

ceneralirtados de :infeccidn intrauterina

For cualesgquiera de los agentes del Fuedan ser parecidcos
entre si:. hay ciertas caracterisiicas tirpicas de la infeccién

se enumeran en el

causacda por caga acente. Dizhas zaractert
cuadre Ne.2 .
La rubecla fue la primera :infeccion rezcnsoida como causa de

malfeormacione congénitas. Acluaimente en murhos palses comc en

w

el nuestrc. la falts cde informacién estadistica, que haga posible
establecer ia magnitud  cel preblema de las malfeormacienes

stas atribuibles al virus ce la rudbdola © a ULMILS wyonles.

epidemicldgica cde estes paZecimientss :nfecciosas {420 En este

wrabajc se enfoca 1a necesicad <e enconirar 1a manera mas rapida

v veraz de Jdar fiaple yara ia rubaois



Cuzdro Ne.

[l

Malformacicrnes congénitas peor los acentes del

Goulares

Cardiovasculares

Del S N.C.

Viscerales

Microfltalmia

Cataratas

Cardiorpatias

Miccaraitis

Serdera neurcsenscrial

Petraso mental

Hepatosplenomegalia
Hepat:t13

Neumonia

TORCH




Cuadre No.2, laracteri{sticas gque Sugieren un agente particular

del sindrome de TORCH.

Hidrocefalia
Toxoplasmosis Calcificacicnes diseminadas en la
corteza cerebrai

Cerroretinitis focal

Retinopatia en sal y pimienta
Rubécla Cataratas
laucsma

Sordera

Calcificacicnes cerebrales
Citemegalovirus periventriculares
Erittema peteguial

Microcefalia

Herpes Les:ones cutineas con cestras

- Zrupcicnes vesiculares



2. GENERALIDADES
2.1 ANTECEDENTES HISTORICOS
La :nfeccidn causada por el virus de la rubeola se conccwe

cesde i 3.

Viil ¥ se airibuve su dsscubrimients a doz medicos

alemanes por 1o cual muches también le llaman sarawmoidén aleman.

Inicialmente se pensakta gue la rubécla era una variedad de

saranpidén o de escarlatina (2,5

Veale en 1888 fre guser

o

diferenzias clinicas v

epidenioldgicas entre el rubéola, W afics
mas tarde Koplich Cescrifi@ las lesicnes en la muccosa ocuca las

gque fuercn cons:deradas por ruchos afcs come  pateognomdnicas  del

Hiro y» Tasaka en 1838, propusiercon la naturaleza viral de
rents, pudieran  CauUEar la enfermedad en nifles
al ser incculades cen material filtrado de lavados

coten.dos <@ pacientes con rubecia derante la fase

&



Lrugmann ¥y ward en (993 demcstraron gue la enfermedad puede
CUrsar S1h exanletia . @ hiclercn experimantos de transmisibilidad

¢on veluntarios humanss (8.1

Parkman . Buescher v Artenstlein en 19682, cultivaron el virus

con el wvirus ECHO

al descuprirlc a
tipo 1l en cultivos primarics de riffon de monc (2.6.8). En 1863
Selzer reporto el aislamientce del wvirus de un feils aboertads

demostrando asi ia :nfecs:én transplacentaria y el posible

mecanismo ce transmisien (a3

Neva F.A., Alford T A v veller T.H. en l®EL coservaron
alguncs efectos citopaticos caracteristicos, zomo redandeamiento
de células v presencia de cuerpss de inclusidn citopliasmiticos

sosindfilos , en cultives primar:ics de amnies humana (83,

tewar: et.al. Describiercrn la %écnica

En 1887 ., Halcren .
eriginal de la Inhibicidn de la hemaglutinmacién utilizando
eritrocitos de pello recien nacide. gue con mintmas modificacicnes
ha si1do la btase para para la estimacidén serclégica de rmayor
preferenci:a. para anticuerpos contra e virus de la rubdola (113

Ere 1882 sriro L & Scnmigt v Lennetie abservardn ia

superficie y en las

ferpacian gel wirus de la rubéeola en [
membranas plasmat:cas e les celulas infectadas JSI1. En el mismo

alo se cbtiers la licercia para ia vactuna contra la rubezia (7).



Biddle, 1371, Quirin et al. , 157&;

m

annerman and Ross, 16873;

Nelsonel al.. 135374, Iwata et &l., 1974, Cemcstraron que lcos

eritrocitos

Lips o eran mas sensitles que los

eritrocitos de pollc frescos. para la técnica de Inhibicion de la

Kenler y Milstein en 1S7S, inirodulercn la técnica de fusisn
de celulas somiticas Para la produccién de AnNticuerpos
Esta técnica fue extendida Fara estudliar

eplLtopas de una amplia variedad de prcoteinas por

Schochetman en 1981, Bruck et al., en 1982; Ho-Terry et

Ofreciends con ello una valiosa colaboracion e

1

biclogta melecular del virus de la rubeola ¥ en particular., la

identificacidn de reguer:iruentos esirucsturales necesar.os para ia

induccien de inmun:dad humcral cerira este virus. {11, 12, 143

S:multaneawmente han realizado numercscs estudics en hbusca
de nuevas tecnicas, mas informacion acerca ce la relacieén de esta

enfermedad viral <€oOn olras a nivel genéticce, las carac

risticas

de las vacunas. su curacidn, sus cemplicaciones. . .



«2 LA RUBEOLA.

Debkido a gque (a enfermedaz recuentemente o3

»
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dificil diagnéstica , la epicemialogia ce la rubécl
estudiada fundamentalmente en encuesias serolceglicas las cuales

revelan la fr de los indiwviducs con

nticuerpos especlficos de la i1nfeccicen

a1 .28,.27.205.

Los humanss s, 1SS UNICCS hUespeoes naturales e virus de
la rubeéecia. La diseminacidn se lleva a cabs por got:itas €& Saliva

nte somo ozurre

nlnguna

prevalencia ce anticuerpos ¥ las var:ables sodleodenogralicas:

saxz. nivel

e ruTerc de 4t

Lvervalos <e




var:cs afes. Ue acuerde con muchos estudics los nifos escapan a la
snfecc1on hasta la edad escelar y cerca de un (0% ce las mujeres
en edad ce contebir perranecen suceptibles. Los  anticuerpos
materncs son pretectiores surante ios 8 prinercs meses dJde vida

uraicamente (8,7.8.173. En algunas comunidades i:sleMas como la de

rintdag vy Hawalii, el porcentaje de acultes sucteplibles pusde ser

hasta —e wun 30%

£En el sindrome ce la rubécla congéenita. el virus puede
atslarse de las sesrecsicnes nascfar!ingoas. heces, sangre, orina.
iigquide cefalorraguices, Y de drgancs afectades en el eonate. La

Zurante periddss <de hasta 12 a 1B

meses, convirtiends al laztante en una fuente de infeccisdn para
ctres rifos mavores y adultos me inmunizades. incluyends myteres

embarazadas. personal que estd  al cul daco de ellas cams

afaracdcras etc.. Il formacicnes

Tiesqs Te ma
LONGeNItas entre IcS recien racidces de mujeres Que tantrajeron 1a

infeccién durante el :nlcic de su embarazo es muy elevads. Del

la infescidn fue Surante Las prirferas semanas. Del <0

m®S ¥ aproximacamente de 5%

a un 4%

e cel




Cuadro clinico.

En el nmuffe la rucecla es una y

por 1o general de cursc favoratle, o a

La eszarlatina.

cantazis directo,. auyngue tambien se ha sel

eantaninados oon selrec

va desde

apar:icién cel ewanteTa hasta re
ia los
pr i mer os en
de 10 &

£ TAS

cormunes



exantera, altanta su maxime durante el periéde febril

v puede estar presente uUna © varias semanas despues (5,17). La
fiebre cas: si1empre es leve y con duracidn ce 3 a 4 dias, en los
adelescentes ws frecuentemente ras elevada (8 ¥ aparece 2 o 3
dias antes del exantema. £En algunos cascs se chserva exantema en
@l paladar blandc gue ccnsiste en manchas relas muy pegueflas (2
que pueden cenfluir ¥y producis enrclecimients el cual pueds
extenderse hacia la faringe. Toda ésta sintomatologla disminuye

rapidamente después

Frimer dia de la apariciédn del cuadro

®ruptivo.

Cuadro eruptivo

El exantema que se presenta tiene muchc parecido con el del
sarampion; se inicia en la parte retrsauricuiar y se extiende con
rapidexz. Su evelucion es Lan rapida que puede astar
desapareciendn al tiempc gque surge en el troncc. Hay un gran
numero de peguelMas maculo-papulas de 2 a E mm de diametlro que
en sSu mavorla N> SGn coalesctentes, se cbservan tamblén extensas
dreas de enrojeci:mientc Jue abarcan con rapidez todo el cuerpo ,

generalimente en 24 horas. £l exanter

puecde ser confluente.
rarticularmente en la cara. Durante el segunds dia la erypcién
toma un aspecto punt:.forme. especialmente en el tronco reccordancs

a la escarlat

< Ver figura N

uyece haber prurito

moderade. la erupcion puede desaparecer al tercer dia sin dejar
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pigmentacidn y la descamacidn es minima. Tambien se han reportads
casos de rubecla sin exantema. lLas mucosas faringea y conjiuntival
estan ligeramente inflamadas. En contraste con @l sarampieon. en
la rubécla no se presenta f{otoforia. La fiebre es escasa o©
inexistente y, cuando se presenta. 1o hace en el momento mixamo
de ia erupcicn con una duracién de 1 a Z dias. La temperatura en
pocas OCaticnes sobrepssa a lcs 38,3 °C. No son frecuentes en la
rubesla la ansrema . la cefalea y el malestar general.

Apreximadamente el B0% de lcs

esplencmegalia



Patogenia

Zx1stan  pec estudics histopatoladgices relatives a la
rubesla adquiricda despues cdel nacimliento yYa gue come se dijo
antes ewvoluciona cas: sSiemgre en forms benigna. La puerta de
entrada s=n las vias respiratorias aitas, multiplicandose el

antes de la apartersn cdel

exantera. puesto Qque Se le ha encontrado hasta ©nha semana ante

heces. orina, v sangre. Llos virus puedon ser alslados a partir

de secrecicnes masclaringeas, algunes casss de las heces ¥y

dee la -rina, desce siete cias artes de la apar:c:on cel exantema,
hasta apreximadamente cincco dias  descues Durante la primera
multiplicacien y ciseminacion viral en las vias respiratorias
alias. ocurre el periode prodromace  coinsidiends con la
linfadenopat{a cervical v oczipital. Durante este pericde y ung o
dos dias despues de la apar:icion ¢el exantema, el virus puede ser

aislads de la sangre donde lleva a  cabo sy segunda

replicacien (Ver cuadro No. 3D, En la rubecia no se han cescrits

B

les:icnes patolsdgicas carasteristicas, excestuands  las

en te.cs infectazZes. atectande te

T,

todas  1as cayas germinales (8.7.5.1

;e acenas de las lesicnes

Sy rarcs s

inflarmatorias moderadas en la faringe, cen

cpatla inflarmatoria




Cuadro No.3 Procesce de infeccidn del virus

VIRUS

(Secrecicnes nasofaringeas?

l

SUSCEPTIBLE

!

VIAS RESPIRATURIAS ALTAS
{Periddo de incubacidnd

!

PERIODC PRODROMICO

Clra.muitiplicacién virald

l

VIREMI A

{8da. multiplicacién virall

|
I

INFECCION TRANSPLACENTAFIA



Reaccién Inmunologica.

En el momento de la aparicidn del exantema. el individuo
presenta generalmente anticuerpos newtralizantes. ijadores de
cemplemento e inhibideres Ze la hermaglutinasion, estos
anticuerpos alcanzan tiltules a etapa de

convalescencia ¥y persistien junte ! g . odurante muchos

afics e :nzliusc toda a vida

Los anticuerpos del tipe igM c 165 son

inicialmente cuande ccurrae la infegzion;

la wvariedad TS o 193 Los niveles de

Cuanas los vitus desaparecen

persistente se alritude a los

aplicuerpos vaguna-ingus

,.
0
o
v
T
3

rubdala clinica v la wvireria asainlomatica por un per:éde de al

mencs 15 afics.

lentanente gue los zrticuerpss inhob:

despues de

tarde, CesSaparec.er

inhimicores de la

e L3 ¥ <dias despues de la viremia,

21 4 £8 alas mas tarde. firnalimente el

an

iduales., gue persiste!

.
A
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RESPUESTA DE ACS A LA INFECCION
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2.3 LA RUBEOLA CONGENITA.

En 1641 el eftalmdlogo N.Gregg (1.8.,7.8.8) describro per
primera vez la asociacien de cefecio congenitos e infeccisdn
materna con el virus de la rubécia. La triada clasica deszrita en
niRos con rubécla congénita es scrdera. cataratas y cardicpatia.

Desde entonces ¥ especialmente después de

[
Y
o
-
&
-
I
ol
S
[
b
13

en los aXes €0's. se intens:ificarcen los tratajes so
cengénata ¥ se ampliaren los estudics sobre pesibles alteraciones
a n1vel de los oros, eldos, s1Sstera nervioso, corazon,

hematelogics,. hepatice. dermicc, =2tc., C4.%5,8,

Dado que wna perscna 1nfectaZa con el irus <= la rubésla es

transmiscra zZesde Z- as antes de gque el cuacra eruplive se
presente. v aun tuandc éste nc aparerca, el 1ndividuc susceptible
que ha sidc contagrads, puede entrar en fase de viremia. atn

antes de que el centagrante haya gresentass la erupmicn, Y sl

io cual reviste

Wha mujer

gestacién, [ue

Fresante exarntemna

que el fe.o esté a salve del centagic

malferpacicnes u oiras secuelas (B.75.

y.
0



La viremua es evidenterente la fase nmds .mportante en la
patogénes:s de la infecsidn {etal, ya gque por esta via el virus
@s capaz Za atravesar la placenta v csausar dakes irreversibles en

las celulas fetales (183,

& Ziferencia de la rubecla post-natal, la rubeola congénita

puede swr causa de muy O versas ¥ Sraves lesicnes como:

a) Cardiopa

Zl dafeztc congen:its mas frecuente es la

cardicpatia C 80 a 1CO% “a lesién caracteristica es una

proiiferacieon de la capa i1ntimax de las arterias pulmcnares v

sistérmicas Ge mayor zalibre, <e caracter segmentarice con probatle

falla de crecimientis .crfalizaco Gue Causa estenssis . Otros
hallazges carciascos son sa
persistancia <el ceondustce arter:coss v la comunicacidn
interventricular (€,7.15,20,812

b)Y Cataratas: £3 €@l rasgc <T.inics 3ue =zads {rezuent

acompafa a la cardiopatia, (830 pueden ser unilaterale

bilaterales. Qtras malfcormacicres oculares gue se presentan en la

rubdcia congénita  son: glauzcoma, retincpatia, ricraftalmia,

epacigdad corneal y estrabismo (8,7.183.

€) Scrdera: La carcicpatia {recuentesente se accrpalia ce

sordera. @

primercs moses de viZa, puesis gue hasta e: 0K Ze los nifss

sercososit:

ia rubecla. oven Zlen al nacer pers

Presentan sorsera en ja nsfes £,



Existen otras manifestaciones clinicas también importantes

aunque menos frecuentes como:

d> Alteraciones cerebrales: Encefalit:s, microcefalia,

retrasc psicomotor, paralisis (7.8).

@) lLesicnes viscerales diversas: Hepatitis, esplenomegalia.

neumcnia.

) Leszicnes dseas: Desmineral:zacion de las melafisis e
irregularidad de los cartilages articulares, por defsectos de

caleificacidn del cstecide (7.63.

g) Hallazgos fenotipicos de la cara: HNariz peguefia con
aletas hipoplasizas. lablos alargades v finos, cara alargada cen

diametro b:ifrental estreche ¥ fisuras palpebrales pegquefas {aC).

Pueden exustir ademis otros datos relac:cnades directamente
con el procesc infeccicso. tales como purpura Lrombocitopenica.
fctericia, anemia. repatcesp.enomegalla, encefalitis can

abombamiente de la fcentanela y pleoccitesis (6.7.83.



Patogenia.

En relacién a la patogénes:s de la enfermedad la infeccién
placentaria se preoduce con doble frecuencia que la i1nfeccion
fetal recconccible clinicamente, con el amplio espectro de
defectos que varian esde el estado subclinice hasta
malformaciones mulillsistémicas evidertes. La 1nfeccion subclinica
puede manifestarse mas tarde con alteraciones psicomoloras e
intelectuales, lLa posibilidad de riesgo y €l grado de defectcs
cengenitcs Gue presente el recién nacide depende de dos factores,
el estado inmunoloégico de la macdre en reiacion a la infeccidén
¥ la edad gestacioral en l1a cual ocurre ia exposicion al virus

1a3.

El mayor daffo occurre principalmente en los felos infectados
durante el primer trimestre de embarazo. Por lo general en las
fetos humancs :nfectados, al igual que en la mavoria de los
cultivos celulares, el virus de la rubé¢cla es relativamente no
citocida , Se encuentran potocs cambiocs inflamatsrios © necrotices
El crecimiento retardadec «e !os nifies asl ccocmo la serie de
alteraciones morfogeneticas estan asoc:iadas a la persistencia de

la i1nfecciédn durante el periodo crucial de la organogénesis y al

efecto Ce la :nleczicn v sobtre la magquinaria biosintética;
reduccién de la divis:ion celular per una irhibicidon do la mitcsis
Y Un gran numeto oe roturas oromesomicas. 1o Gue Jda origen a

¢rgancs hipoplasizos con c:fras subncrmaies ce celulas (7.203.




Le anterior ha side observade al estudiar celulas de embridn
humane. de necropstas y de recien nacidos infectados
ceongéni tamente, las cuales muestran defectos embricnarics
relacionades con la disminucidn del desarrcllo de las tres capas
del embrien (10,205. Eip wvirus puede ser aislado virtualmente de
cualgquier <¢rgane del recién nac:do con sSindrome de rubdola
congénita. aungue solamente una nunoria de celulas en un érgano

dado se encuentra alterade.

v
w




Reaccien Inmunoldgica de la Rubeéola Congénita. El sindrome
de la rubécla en les lactantes did cpertunidad para observar el
fenémeno de tolerancia inmunologica . El feto humane infectada
con este virus es capacz de procducir anticuerpes especificos antes
del nacirrmuentc (72, C ver figura no. 3 3. La
los fetcs es de origen maternc rperc los

igM depen naber sidc

IgM no atraviesa la placenta normalmente,

anticuerpes de la ciase IgM en el recien nac:3s es evidensia

de infeccien congenita ¢ 22, 23 7 Onv:spues nto, les
titules de lg¥ e I1gG permanecen elewvades, wva gue el lactante

continua Ssinhtetizando ambos tipss do antlcuerpes debido o la

presencia c¢el virus en sus céilulas. no obstante estos antlicuerpes

no arrojan de su ambiente intracel al wvirus, ¥ continua

el:iminands virus centagrante por un afic o

iuso mas tiempo.

tamente I1os niveles maximos de

los. nifies i1nfectados conger
anticuerpes de la clase IgM 3e alcanzan entre el cuartc ¥ el

seplimo mes Ze ViZa posnatal. Los antisuerpos transplacentarios

tienen ura vida mecia de aprora medamente un nes (T) ver figuras

er la fase virégmica de

iminar  a las

n dividiendcse a una velccidad

Se virus gue

24
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TITULO Niveies de ACS en la Infeccion Congenita
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manor que las celulas normales. Por o general 1los clonas
resultantes de ceélulas :infectadas se plerden algunos rmeses
después del nacimients, pero ocasicnalmente pueden Dpersistir en

sitios especiales por mas tiempo.

Los anticuerpcs neutralizantes del wvirus de la rubédocla se
han podido demostrar en niffos con infeccidn congénita y en nifios
no centamnhados. cuya madre era inmune a la enfermedad; pero los
niveles de anticuerpes difieren : persisten altes en los niffes

que han sufrido la infeccidn, mientras gue los que han recibido

inmunidac transmitida pcr la madre. los niveles ceszienden con

rapidex=.



Profilaxis.

a) Qurmiocterapla: Aunque el cleorhidrato de amantadina es
capaz de proteger & los cult:vos celulares. contra el svirus de la
rubeola, su emplec en la embaracada esta prohibido por tratarse
de un producto antimetabélico con podercso efectos teratogénico

€103,

b)

AmUNL Tacion pasiva . EI usoc de la inmunoglobulina
humana Ig&. admin:stirada después de la exposicién al virus de la

rubécla nc previene la infeccidén ni la virema, pera si puede

i

modificar lcs sintomas ( 24. 28, 28 2. La practica de administrar

tevadas de inmunoglchbulina a mujeres embarazadas  que

hablan estadc en contacte con enfermos de rubécla ha sido
abandcnada. puesto que sélc aumentaba el numero de casos con
infeccidn subclinica. 1ncrementandose los pesibles contagies,
ademas se han repcrtade cascs de rezién nacidoes can rubdola
congénita cuyas nadres recibiercn tna dosis vacunal poco timpo
después de la exposicidn al wvirus. lo cual confirma que no se

disminuye el riesgo de 1nfeccién ni la viremia ¢ 8, 10, 24 3.

c) Inmunizacién actiwva : La inmunizacién activa puede ser
adquirida de dos formas:

¥ contraer la

b4 por evprsigién -l
enfermedad. Antes de que se caontara con ia vacuna., las madres

sygertan a sus hijas la convenienciae e adguiris la irmunidad

Para ia rubeésla expor:endcse deliteracamente a l+ inleccidn;



incluso se llegaron a anventar las fiestas rubésla donde asistian
enfermas. Jchvalescient®s ¥y susceplinles con el firme propdsite
do infeclarse. Pers una muler ernbarazada. debe evitar todo
centacta cen  enfermss ce rubesia. Les niffos  afectades por
rubécla  sen un peligre potencial a este respectc, deben
conservarse en als.amientce estricte, le 2s de hospitales de
maternicdad., per el riesgc exirens de transmitisr la infeccidn a
enfernperas, Jdoctoras. visitantes, muleres embarazadas atendidas

en la clinica prenatal ¢ 7, 24, ZE8 2

~ Administracisn de vacunas: La amplita epidem:a aparecida en
Australia en 1&43, ¥y en 1980 zon cascs en todo el mundo; en
fstades Unides se repcrtaron ancmalias en alredede de =2C mul
nifios, Frovocando problemas enclivos v o una pérdida econdmica de
gran magnitud. Para evitar estas consesuencias do la enfermedad

es muy importante la prevencioén de la

Existen tres vacunas de virus vo atenuado en uso:

al HPV-TT

se desarr=llsa en Estados Unidoes por
el pase del virus de la rubeécla 77 veces en cultivo: de celulas

de rifton de meno verde africans, ¥ cespues  var

as vaeces ern
cultivos de emprion Qe pato para reducirt el riesgs de contener
virus de simies. Esta vacuna prevoca en personas adultas artritis

en un alto parce T 24 2.




bl Cendehiil. Vazuna desarrollada en Eelgizca por pases del

"

virus de la rubecla en cultives primar:os de celulas d= rifon de

-

conejos libres de germenes. Ista vatuna @s mas atenuvada gue la

HPV-77 ¥ rara vex produce artralgia en los adultes vy muy

raracente linfadenapatia.

Esta vacuna se

<s Un:decs por
crecimients dSel virdgs en una de f:broblastos de

wI-328, Pueda  ser

pulmdn  embriconar:o  humano
administrada directamente paor via intranasal dende su

prendinmients s bastante satisfaciorio, © oien por via subculdnea

1ene Var:ss

produce anticuerpos nasofar Geos

anticuerpess serigns

anands preotecsion mejor

reinfeccidn v Una mejer semejanza <on la wnidad anducsida peor

la infeccidn natural. El wirus wvacunal es

2l caler ¥ a

la luz, per esc la vazuna debe almaterarse en el refrigerador a

4T ¥ wtilizarze tan prente <omo S€ reconstituya La vacuna es
preducida en forma monevalente =) en forma combinada

Rubecla-Far

a
b
'
[
)
4
Iy
9
“
g
c
5
&
n
n
o
a

en ciert

rirentes gliracnms :ndican gue 2. &3% de los vacunados

dosis unica contra la rubeola

presentaron proflecci=n cantra el cuadre clinico la wviremia

w
=4



durante un per:sddeo de por 1o menss 1T aRes, sin embarga un
pequelic numerc de reportes indican gque la reinfecclen <espuss de
la exposician puede oIurrir en persshas vacunadas Qquo presenten

bajos niveles de anticuerpos detectables (22,24.28.28,30>.

Alguncs vacunades
cantidades de wvirus descZe la faringe. Ze los
despues de la vacunacién., Sin emdarge esiudies €8 gontatios gon

fam:liares suscepiibles ¥ la experiencia 1nzdizan que el

virys ce la vacuna

vazunacien de nifics

contraric. la vacuracizn

242,
Efectos colaterales y reaccicnes adverzas de la vacuna.
Gque reciben la ra presentan efecies
celaterales Lales coms fiebre moder ata, exantemna v
linfadenspatia. Cerca de un 48% de lzs  wvagunadss prasentan
lac e e 5 bien

La wacunpagien zon ol recomendable en

nifios gesde los cdoce meses do edad, aese ser administrada a

I8
153



infantes mas jovenes porgue antes de un aflo todavia persisten
anticuerpes maternss que pedrian interferir con la sercconversién

Cuandc la la rubécla es parte Ce una vacuna combinada

que ncluya ek antigeno del sarampion. la vacuna deberi ser

administraca a les LS meses o mds ., gue es cuando se alcanza una

tasa <e fprevalenzia de nticuerpos protecteres mayer conira el

€5,

n

saramp.c¢n (7,24,

Precauciones y contraindicaciones.

cuna no puede acrinlistrarse a mnyujeres embarazadas. St

&

-

Una TUler embaralada es vacunaca ¢ s< embarara antes de que pasen

Lres Teses <& la vacunac:én debe ser adwvertida de un pesible

riesgo para el fetc (24,23,
La wvacunacien < ferscras c<on enfermedad fekr:i:l! severa
deber4 posponerse hasta 3su  recuperacion, sin  erbargs nifes

susceplibles con li:gera filebre pueden ser vacunades sin riesge.
Las reaccicnes de hipersensibilidad rara ver son seguidas de la
administracien de la vacuna. la mayveria de estas reaccicnes scn
constderadas mencres vy puleszen :onsistis en ronchas, uegcs ©
urticarzas en el s:wic de la inyecs:izsn., lLas perscnas gue han
Sufr:co reascicnes alergicas a la peniciiina pueden .. recisir la

vAQUna por scntener ésta. trazas de neomi<ina.

La repliTac.ar. a4 puede Ser rcotencilada

nesa inmune ¥ supresiocn

en pati:entes cen enfernedades e



de la respuesta innune.

terapras con <erticcsteroirdes,

y radiacion, pacientes en tales

wacuna (242, iLas terapias

corticesteroides, terapias

con

intraarticular o de tendcnes

on recesar:amente contraindisa

vacuna <on @l virus vivo de la

Transporte vy

La admunistrac:&n Ze la

ser recensiitwica la sCe

congelada. [Cebera ser protegida de

fetesensidle

deszartada si no se usa

debe ser :transpartada en

como courre en

mencres

estercides

almacenamiento

ias levcemias, linforas.

antimetabdlicas

sSemanas con

teopicos, 1nvescien

ser

la

sigurentes. La vacuna

o

secoe o a 15 C.



Medidas Preventivas.

Las medidaz prevent:vas estan entfozadas hacia el sindrome
de la rubécla congenita. ya que la enfermedad adquirida despuéds
del nacimiento ©s tenigna en nifios sanos ¥y bien nutridos. Algunas
de las act:vidades reccomencdacdas para disminuir las terribles

consecuencias de nifics infeclades trasplacentariamente incluyen :

a. Propercionar al piblico en general una mayor infermagién
sobre la problematica Zde estle padecimiento, especificando las
Causas ¥ consecueancl as

L. lpmunizar a la poblacidn susceptible, espocialmente a
mujeres en edad de concebir, asegurindose cde que estén vacunadas
por la implantacion de un programa de rutina en la atencién
madica vy ginecoldgica, inmunizar a las rmujeres susceptibles
despueés de un aborto o un parto.

c. detectar a las nmu'eres suscept:itles antes <o contraer
matrimenico, Usande una prueba serclegica riapida para la detecciédn
de anticuerpos especifices. Esta prueba puece sSer un requisite
prenupcial. El control puede realizarsae desde las escuelas.

4. Realizar una prueba serc.9gica para cetectar anticuergos
especificos a tods el perscnal dedicado a ia atencién
hospatalaria, ya que ellcs puecern ser Uhae (uente e infeccién,

e Meiorar las condiciones higienicas y ce hacinamienmte en

la medida en gue sea posibie.

38



2.4 CARACTERISTICAS DEL VIRUS DE LA RUBEOLA
La rubécla es una enfermedad de origen viral. EI wvirus

pertenece a la fam:l:ia Togavir:dae, este grups de virus es muy

numerose  y sy clasificacién esta basada en las

fisicas y biogquimicas de los viriones., El pref:loc Toza

el grupo posee una rica  cubiert
que 1ndigque 4na caracteris

reaimente cistingue &

trata ce los wirus

cazena ze ARN

adicicnal

togavirus que nd

artropodos ~¥ ha sido separacc en ei génerc

cuadro Ko. 3

Morfelogra

un diamelro de

a prcidén central

ilawxa firmemente

SuCeriic.e Slier S

proyectan entre 4 7

11,7.6.,12.0.

Ver Fi

£

I
&



Tuadro No.

Génerc

Alfawvirus

Flavivirus

Rubiwvirus

<

Ciasificacion de la famil:ia Togaviridae

Subgrupo

iT

11

II1z

Espectes

EE

Tt
tn

VEE
v EE
Sindbis

Chixungunya

Encefalitis
de Sn Luis

Dengue

Fiebre amarill

Virus de la

rubéola

37

Enfermedad

Encefalitis
Enceralit:s

Encefaliitis

Subclinica
Cefalea, fiebre,
mialgia,

artralgia.

Encefalitzs

Cefalva, fiebre,
mialgia
Fiebre. nefritis

rapatitis

Exantera, fiesre,
malformaciones

congénitas.



FI1GURA NO. & EL VIRUS DE LA RUBEOLA




Composicion
El wvirus de la rub#cla esta formado por ARN., lipidos ¥y

protetnas.

Centiene una cadena simplie ae Acido ribonucleircs ARNILIZ cuyes

rese mclecular s ce

de

S, faltandc, :guai Ggue en ics AFN ce ics




E-1. E-Za. y E-2b son glicoprctelinas gue pueden asoclarse

con la membrana viral. mientras que la proteina basica C de la

cipsicde se encuenira asociada con 1  ARN genédmico 408S. La

composicion de aminoicidos de esta proteina muestra gue es

especialmente rica en prolina v arginina lo cual le da
caracter Dasicc, mlentras Qque sSu contenido de lisina es bajo

{145,

Las proteinas de la enveltiura tienen regiches gque son ricas

en secuencias de amnodcidos hidréfebos

éstas son siempre embebicdas en la membrana plasmatica mentras

que las regiones hidrofilicas forman el :interior de las espiculas

<13,
La compesicién de aminoac:cdes ce las protelnas E-2a vy E-2b
s0n muy simlares, su principal diferencia radica en el patron de

oligosacarides siwmples ¢ compleles ligados a las cadenas de
aminoacidos. La protetna E-2a contiene muy pOca mancsa y es rica
en galactosa, mientras gue la proteina £-2b s muy Flca en Rhancsa
L1%2 Te  los andlisis ne  digestion

» pebre en galactosa

enzimatica y corrimenios electroforeticos se ha sugerido gue las

preteinas E-ca v E-2b scn trasiadadas por un gen

zbtenidas son el resultade de clicesilaciches U

dos fcrmas de E-

ouras modificaciores trasliacicnales postericres (13, 142,




Les hechos gque confirman lo anterior son

. Sélo una de las especies de E-2 es predominantemente
detectada en células infectadas con el virus de la rubgola.

. Los mapas peptidicos determinadcos para ambas protelnas por
rastrec radiactive son iguales.

. E] tamaMo del precurscs para las prateflnas E-1L E-2 v C
con un pesc melecular de (1002 daltens sucieren la presencia de

una sola especie de -2,

Las proteinas E-i ¥y E-2 son muy simalares también en sus

secuenctias de amlncaciess. variacicries gue muestran scn la

proporcisn de azucares para caca uns: La gliceprotelna
baja concentracien de glucesamina, manosa, fucosa Y galaztosa
mientras que la gliccprotetna E-2, contiene maysr propereién de

gluccsamina {132,



Propiedades Inmunclcgicas
Hasta el momento se ha deteciade un solo tipo antigeéentco

del virus ce la rubesla (9)

La capac:dad immunogénica cel wvirus radica en las tres
glicoprotetnas de  la envoitura -1, E£-2a, E-Z2b. Hay dawos que

indican que el 9pliope para la neutral:i:acidn esta lccalizado e

la proteina E-i de! wvirus ¥ la parte cligosaczarida de la cadena no
estid involucrada puesto gue la degl:cesilacidn con una mexcla de
glices:dasas bacter:anas nRo impide la unidn con los anticuerpoas
rneutralizantes (153. E! componente henaglutinante se lLocaliliza en
la parte cligcsacarida de la cadena de la glicoprotetina E-1 (13,

Zstudios reailzados cen anticuerpgpos moroT

cnales 1icia,.
dermues.ran que los anticuerpos neutral:izantes no inhiben la
capacidad hemagliutinante, con lo cual se confirma que estas dos
act:vidades estan localizadas en diferentes eplicpos (15). La
gliceproteina E-! se ha deveclacs gue reaccicna Son la mayoria de
les sueros cen titules de anticuerpes ccntra el virus de la
rubeola. mientras gque la gliceprztelina E-Z frecuentemente pierce
su reactiwvidad., io cual sugiere gue ésta Ulilima se encuentra an
menor proporcidn, esta mencs expuesta © es mencs 1nmunogénica
€18).

El wirus de la rubesls mantiene sSu capacidad imhunogenica y
su reactividad rnmunclicgica despues ce gue su anfectividaa haya
si1do eliminada por el formol. calor, pH ac:do, (I-prepicnolaclona

U otros agentes (S.1852.




Accidn de los Agentes Fisicos y Quimices
El wvirus se inacti:va a temperaturas ligeramente elsevadas. Se
inactiva rapidamente a 37°C durante 80 min

s8°c. es relativamente estable a

cansiderablemente a -ToTC Zs

desinfectantes ordinaries. EI wirus res:ste

usando alburmina © gelatina como estabil:izader

Los tecgavirus par el alte ceontenido de lipides en su
enveoltura son rapidamente rnact:ivades por el eter. clorcformo,
detergentes. desoxicolato de sodio. agentes re-ucteores, clorurs

de ces:c ¥ clerc libre (2,82,

El wvirus de la rubecla

pH acido pcr deba)o ce ©.% y es inaiterable a pH Lasice desde 6.8

hasta &.1.

m
4

virus de la rubéela ha sicc ceoncentrade v purificado
usando polietilenglicel €000 como agente precipitante. partiendo

de un cultive celular con wun medis pobre en  suerc. La

neuraminidasa rno altera

recien nacide, gansc ©



Multiplicacicen Viral
Mgdiante autorradiograflia de celulas infectadas expuestas a

un breve contactos con wricina tritiada ¥y realizando el estudio

inhibir 1a sintes:s de ARN Celular se

ARN del virus <e la Rubécla se replica
en e: =zZiteplasma El APN marcadc se encuentra unicamantie a nivel

Sel citeo

o
4
&
4
£
a
3
]
3
2
S
w
w

que en las ceéludlas noe infectadas y en

se encuentra %tan 82l en el nucleoc

El wirus <@ & rubecla es capax de multiplicarse en diversos

cabs a nivel de la

y libera

utinina se incorpora

Fueden reccnccerse

E! ECP n2 se observa en Lodoes ioes cultives celulares. se

presenta dos a Lres Semanas <espués de la pnotulacian las
teiulas se reconigan v agrantan. <on {SrTAcian de cuer pos  de
snzivsien essirazfilas  de  rorma cirzular o

s
S



2.5 DIAGNOSTICO DE LA RUBEOLA

Z1 diagnestics zliinico frecuentemente es dificil dade gue

muchas olras i1nfezciones viricas pueden oroaducir

-
0
©

erupciones similares, evenlualmente o5 necessrio confirmar

come sucede en las selioras embararagas

las gue se sospecha ia
enfermedad © que huan @stazc en contacto con un case dudesc. la
rubécla resulta una enfernecas

clinicamente. salvso en casc c=2

histeria ce rubeocla pasada o de

{28.31,3

En la ruresla adguirlda Zespues del
q e

hacerse un diagnestico

exanten1cos

fundirse ccn cascs leves < oscariatina ¢

Sue ilicvalie a

cientes para

Las nfeccicones EOr 2nler wvirus sSon

i



acompafiadas por exantemas, se diferencian per su peridde de
incubacidn ras rreve ¥ por la ausencia de adenopatias

suboccipitales (6,7,.9,16D.

Ern la rubecla congenita principaimente se debe establecer la

d:i:ferencia con

congenita per  citomegalowirus, con
roxoplasmosis. con sifilic ¥ zZon herpes. Tales agentes scon

conocidss come sincrome IORIH., para determinar el agenie causal

astante se regquiere

hacer culvives aprco

#gicas especificas ya

clinicas ¥ malfcrmac.crnes congénilas

pueden ser wvariables » Tultiples I1,

radicinmuncensays. Para

Tecas estas se nan scrotécnicas que han s.do

su apl:cazidn en wirolozia, en esta forma los

de reactzves contenlradss Van SIEnSS agregadces




Las pruebas serclogicas mas comunes en el labcralor:c de

diagnastico wvirolégico, sirven para calcular el zentenids ce

anticuerpos de una estra de suero rmedlante la determinacién de

la maver dilucidn de ést3 que presente

innuneldgica adezuada. Lo :nverss de la

La

presenta reacciodn positliva, se cenoming

mavoria c<e los todos serolégices se

seriacdas del sverc 1:10, 1:20, I:

indican <ue el errgr en la x macdanente

correcta. Como

consezuencia un  nsrementro  diagnastice se define come la
diferenzia de por lo mencs dos diluciones seriadas enire los

.
titules del suero (333,

i
~



Reacciones de aglutinacién

En este trabajo salo nos ocuparemes de las reaccicones de
aglutinacion Inhipicieén de la Hemaglutinacis CIHAS b4
Hemaglutinacién Pasiva { HP T para ia titulacion de anticuerpos
especificos contra @l virus de la rubecla.

La hermagiutinaz.dén Jepence de la {ormacien de puentaes de

>

el anti{genc

hay gran cportunidad

red necesaria actumyles de GR

para

cara crear

visibles caon ¢

La de factcres no especificos
como el la ia fuerza :&niza del sSistema en el
cual se lleva a cabc la reaccidn. La reaccicn se lieva a cabo en

clucien salina fis:clogica. Qque en ausencia cde

anticuerpes K a un H fisiclidgice las Dactlerias veden
agiutirarse si1 se les adicicna cleoruro de sodic en cantidad
suficiente fpara atal.r Sus  Jal FJes T Luen Y .l

ce las

lamar




1llaman cricaglutininas a causa de su amplitud termica peculiar.
pués actuan mucho mejar a 25°C o incluse a 4°C que a 37°C.
temperatura en !a cual son esencialmente inactiwvas Es pesible
que a causa de sus dimensiones mas pegquefas o de su valencia
seroldégica mids baja, les anticuerpos de la clase 136 son
hemaglutininas mencs eficaces por lo que también se les suele
llamar anticuerpes inzcmpletos. Puecde lograrse la agregacidn de
células revestidas cde anticuerpe incermpleto s:iempre gque disminuya
la carga repulsiva electrcocnegativ~a normal de leos GR o potensial Z
lo anterior puede lograrse por los s:guientes metcodos:

reactivas “ enzLmas

ad Al exponer ias celulas
protecliticas como la bremelina.papaina, 9 la tripsina. liberande
de esta forma los grupes electronegativeos de la superficie
colular de moso que disminuve el potencial T de la cifra normal

de 18-20 mV a cas: &emV (2.83.31.372.

-

B} Modificando la constante dielecir:ica del liquids ce

dilucidn al afadir albumirna.

<5 Aurentando ia sal:inzdad del diluente hasta una
concentrazion e 1. &5 en vez ce U85
Para snterprevlar la hremazZiutinacion puede emplearse el

cuadro de sedimentac

de eritrocitos en tubos o en  poros
maldeades en bioques <e plastico Este nmetode goza <e  mucha

ATEPLICION en B304au LeCnIcas ge microtitulacion (T.33,.400

&
i



Aglutinacion negativa: Las celulas ruedan hacia el fondo del pazo
uniformemente formando un botén compacto central de color rojo

obscuro. Ver figura No. 7 .

Aglutinacién positiva: Las células aglutinadas se extienden en el
fondo del pozo formando una alfombra de celulas. En casos de
aglutinacidn muy intensa son caracteristicos los bordes

irregulares o desgarrados del cuadro celular. Ver figura No. 7



Figura no. 7. Cuadro de seZimentacicn e eritrocites
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Inhibicicn de la Hemaglutinacizn.

La prueba la IHA es nmuv sensible, puede detectar

de lug-mi., ¥ nmuy

cenzentr

enes Ce anlicyerpas por

especifica ra gque mide sclarmente aguellcs anticuerpos gque se uhen
directamente a .a hemaglutinina viral, es cecir a las puntas de
lan proveco:ones de 1os peCliomerss 28 la rayoria de los virus con

El e-ples S0 la prueba ce .4« [HA se limuta a los

tna demecstratle

Ppoeseen alguna aglut:

La prueta es sencill =

uyen por

V)
i



Hemaglutinacion Pasiva.

La HP utiliza antigenos solubles. f:jindelos a un scporte

particulacds per ejemplic, &R, vias Ze bentontta, latew o

poliestirens, por mredio de agentes =cme el

bencidina d:azoada. las cartodiimidas. clor

re crémico ¥ ctros

el cuadre Ko 8. {313

Los GR suelen preferirse 2 2tras particulas zemo scportes

debide & su sensibilicad comd  ihdicadores.

hemaglutinacien e3 una tecnica serclégica

los resultados se :interpretan con fazilidad

va gque los G

de almacenamientc es una

o  oaldehido

al ser tratades con

pirdvico, pueden ser almazenades curante tiempd prolcngado a
<, ) - .

4°C . Aungue éste ne ez aplicable a todes ios antigoencs que
recubren . e! tratamientc <on

efezstuad: a Tenudo va sea antes

el antigenc. Tuando los

deber. adscrber las muesiras ce suerc

reterafzlos que

metodo mas  usaseo, también es llarmadc del

¢ Be aumEnta la Cant:dad

;@ sen sUbks:guientoTonte adsarpides
Qel metodes 31, 34

o



Cuadro no. 5. Métodes empleados para recubrir eritrocitos frescos

Y tratados con aldehide

. con diverscs antigencos ¥y anticuerpos

para el analisis de la hemagivtinasion

Agente Aceplader

Acido Tanico

Bencidina bisdia-

Toada (BB

1-3difluoro 4-6~

QinlLrobencends.

tipo de aceplanmiento

Abscrceian

ADsSOorcidn por cam-
bios analocges a las

enzimas,

Eniaces Covalentes

azcadas

Absorcicén posterior

a una modilicacidn

g4 la membrana celwular

(3
'S

Ant.igeno.

Penicilina. ant:-
génos bacteriancs

ovecalbumina,

arplio espectro

de antigencs.

Proteinas y anti-—

ganos de polen

Froteinas purifi-

cadas y GIH.



Agente acoplador Tipo de acoplamiento Antigeno.

Clerure Crémico Fijacidén de protefinas Pretelnas

por el efectc de carga

de cationes trivalentes

Glutaraldehido. Enlace Cruzado Diversas Pro-

Clerure ctantrico teinas y enzi-

o-dianiciiina tetra- mas.
zoada.
Carbodiimida hidro- Enlace Covalente Protelnas.

scluble.

4]
i



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Actualmente en los laboratcriocs 2@ Virologla es muy comun el
uso de la técnica d@ la inh:bicion Je ia hemaglutinaci®r para
detectar anticuerpcs contra el virus de la rubecla. sustiturvendo

a metodes mas scfisticados y costoscos; IHA resulta una prueba de

baje ¢costo, buena sensibilidad v especiflicicad. Sin embargo

1]

=

han diseflado modificag:ior a la tecnica tradicional melorande su

eficienc: reemplazandcla para ser realizada con un  minimo

esfuerze v tiempa.

£l diagndstict seroldgico de infeccicnes por rubeocla es

cerrienteme ilevade a cabc por ctra gran

ad Ze ensaycs

tienc al desventajas: E1

meledo requiere d de svero . obtenidos porooun

intervalo de des prirer espec.mren es cbrtenido
tarde el titulc de anticuerpes puede n2 ser detectads, sine hasta

después de Una semana oturrida la anfeccién.

u stre

soporie

serclogicas rmones senci:bles en

métodos de aglutinacidn de alta

sensitiiidad

: pos especificos. Esta  prueba

ia rubesla. c<on

u
o



posibilidades dJde mesorar a la técnica habitual para esta
determinacidn, properclenande un Télodo mas pracilce para muchos
laporaterios vy ooun anorre  sigruficativa de tiempo en los
iabarateories mas  grancdes cobleniendose resultados mejores o

zompel:tiveos en cuante a sensibilicad » especificicdad.

or <e un metcds rapido y eficaz en

la deteccion de anticuerpos especificss contra el virus de la
rubecla en mujeres susTteptibles y Por consigulente la prevencion

de casos de sindrene de La rubécla congénita, as! come de

diagrosticar ©an maysr gradc de certidurbre ilos casos ce rubéola

cong@énita en pacientes con sindrome ce TORCH.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general:

[s%
L]
o

Comparar la teécnica de la

4 nemagiutinaziodn

con la hemaglutinacion pasiva Dara la delerminaz:ién de

anticuerpos especificcs contra el virus de la rubecia.

4.2 Objetivos particulares:

Conocer las Zesventalas experimentales

u.
v
.
13
«
14
0
o
I
0
L4
4}
[}
=
o

innamicien de la hemaglutinacion.

Sue ofrece la tecnica de

b
W

Expl

gicos que se lievan a cabe

en estas

de anticuerpes nbienidos

e xperirental mente por

ocer  la

rubdals en Tu_eres el




S. HIPOTESIS DE TRABAJO

81 el metodo de azoplar 2on aciac Lanice o antligene de ia
rubecla a ree

fiyades con glutaraldehido
resuita ser un metode equiparable con la tecnica de
inhibicidon de la hemagiuvtinasion en 1a deteccion de anticuerpoes
especificos sontra el virus Ze la rubecla. entonces podrd usarse
indislinlaemonie JCOD mRLoAS de TULina en el



6. MATERIAL Y METODOS
Se utilizarcon sueres de pacientes del Hospital Infantil de

Méx:co "Federico Gomez"

Las muestras de suerc empleadas se colectareon del trakbajo de

rutina del jaboraterio de Viroclogia ce este hospital.

Les sueros probados fueron de distintas procedencias:

ad Mujeres mno inmun:izadas gque habian estade en pasible
contactle con casos de rubecla aurante el primer trimestre de su
embarazo ¥ desceaban conoter cen urgencia si deblan seor sometidas

a un aborto.

bd> Mujeres e presentaron un ligerc exantena dJdurante los
3 q

Primeros meses de sSU embarazo.

c) Jovenes adolescentes ¢ racién casadas gque deseaban saber

s1 hablan padecido ¢on antericraidad de rubéola y por lo tanto

rechazar la inmunizacion si1nh correr riesgos.

=] Bebés recien nacidos de radres afectadas = que

presentaron un exantera al principlo de su  embarazo.

rY Bebes r

Nacidas cuva apariencia diw lugar a que se

soapechars de slauns infeccién congenits por cualesguiera de los

agentes del sindrenm ge TOFRTH.




Se util:zaron 100 sveros aincluyends

negativos. Los syercs cclect

£ almacenaron en congelacicen a

-20°C hasta e memento de la cetersinacién de anticUsrpos.  Se

determinéd el ulo de ant:cuerpss ce todas las nmuestTas per

ambos metodos a probar utilitands micrcplacas de polipreptl

con controles positivos de

canocides ¥ nhegativos en <¢ada




MATERT AL [E LABORATCRIC:
Tubeos de centrifugs graduados BX7S mm
Pipetas sersiogicas § ml
Vasecs de prezipitacs 100 ml
Matraz Erlenmarer (25 ml
Tubos de ensavo LEXTE mm
rad;llas
Micropipeta de volumenss ajustables
Flacas de poliprop:lenc. fondo en 'U"
Microdilutores calibrados 25 ul

Centrifuga clinzca C(IEC Centra-4f2

Balo serolagice
Congeladcres 4,-30 v -80 grades centigrados)

Estufa bacterioldgica

Potenciometre (Teromatic 112

SCLUCICNES Y MATERIAL BICLOGICO

SARM -
Caolin

Acico tanicso

Sclucidn salina de fosfates pH 7.2 (PBSS

Soluc:dén anticcagulante Alsever

Eritrozites humancs grupe &. Rh posit,vs

Antigens de la rukecla

o
fu



6.1 PRUEBA DE LA INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION

Preparacidén de la suspensicn de eritrocitos tripsinizados

o8 wipe T

ar la sangre cde cince donadores
positivo. mezclardola con Alsever come anticcagulante (ver anexc
BY.

2. CTentrifugar la sangre total a temperatura ambiente z 20650 rpm,

durante 20 mun.

= lLavar los eritrocitos tres veces con sclucién diluyente

Auletta {ver anexs B), y preparar una suspensicén de er:trocttos

al 10%.

4. Agregar 0.1 ml de tripsina al I cada ml de 3uspensicn de

eritrocitos &l i

durante una hora.

uvente Auvletia,

a
b

siurwcites para la prueba al O.4%

{Ver anexs B2, Los eritrocitos

43 heras sigulentes




Tratamiento de los sueros problema.

1. En un tute de ensavo de (ZxTS colocar 100ul de suero problema,

agregar 320 wl de una suspension de caolin al 2

Cver anexo B,

mezclar

dejar reposar a temperatura amblente durante 30 min
acitandc £-3 veces gurante este lapso
2. Cenmtrifugar curante 10 mn a 2000 rpm a temperatura

ambiente. Pasar el scbhbrenadante a oiro tuno e (nactivarlo @n un

durante 3% min. Los sueros asi tratados

Titulacisn de los anticuerpos inhibidores de la

hemaglutinacicon

1. Con uvra nmicropipeta calibraca 4 wi-geta, coiocar una gota de

sclucion de CANM uon zada poZe gue se va a utilizar de las placas

para micsretitulacion de Vondoe en

2. Tcmar 2 “ratads previamente. ccen un

U

microdilutor 24 coleocarlie en la primera cavidad

diivtiones fasta el ultiss pozo. Utilizar

eniende 4 uridades

XY



4. Dejar en repcoso durante tnha hora en refrigeracion a 4%c.

=N Agregar a cadfa pozo 3C gl de la suspens:en al C.4Y de

eritrocitos tripisin:zados, melclar culdadosanente.

6. Dejar en repeso durante 120 run a
suficiente para una aglutinacien completa.

7. teer la placa e interpretar los resultades. el titule
cerrespende 3 ia uitima dilucioen del suars gue inhibe tetalmente

la heraglulinacién,

o
2



6.2 PRUEBA DE LA HEMAGLUTINACION PASIVA

6.2.1 Fi jacisn de eritrocitos humanos tipo "0O" positivo

1. Colectar la sangre de cinco donadores vaoluntarios Lipo

posittive, mezclandela con Alsever como antilcoagulante.

2. Centrifugar la sangre total curante 20 min a 2030 rpm a

temperatura ambiente.

3. lavar el paquete celular Lres veces cocn sclucién salina

iscténica (SSI). Ver arexso B. Enfriar el paquete celular a 1°c.

4. Preparar una solucién al 1% de glutaraldehido ( al 25% ) de la

siguiente manera: ! wveolumen de solucion buffer de fosfatos (PESD

de g - 9 volumenes de 3551 y 5 volumenes de  agua

destilada Enfriar la sclucien a 4 2.

5. Uilizando la solucién antericr preparar una suspension de

eritrocitos ai 2% (wsvd. Incubar s 4C aurante 30 min cen

£. Cenvy Kl rem 4 Temp. Amp. durante 7 oman. Lavar el
paquete celular £ veces cun 351 v S veces <on agua destilada. E}
val umen de lavaae sera una déima carte del volumen

total . Suspender 3 Uhe concentratizin finael del 30U en agua dest.



Sensibilizaci¢n de eritrocitos c¢on el antigeno de 1la

rubéola.

1. Lavar el volumen de celul as que se n a urtilizar, previamente

f1jacdas con glutaraldehido, S ve:es con SSI.,

2. Preparar una suspensién de eritrocitses al &.

S=1.

3. Mezclar n volumen de l1a suspensidn celular al 2.5% zon un

voliumen de acide tanice diluico 1:2000 en S5I (Ver anexc B2.

Tezuzar a 37°C durante 15 m

4. Lavar el pazuete ceiular ¥ (-1, Resuspender
Faz re

de suspens:én  de

rubecia (ver anexs

surante

asiuzs:an salina ¥ uUnha

i4 mItad el

= I . =5 —— e,
T. FPesuspender 1as <celulas hasta e. 2% wn PBS . CZonservar a 4 C.

E£sta suspersidn e5%a (13%°a pDara ser ut:llTada en la prueba.

in



Titulacien de los anticuerpos

1. Ut:ilizar placas para microtitulacion de fondo en limpias

Yy secas.

Z En cada poIo que va a ser utilizads., celocar 2% ul de PBS cen

una micrcpipeta calibrada a 25 wli-gota.

3. Colccar en el rimer pazo 85 wi de suerc problem cen  un

r calibrado a 25 wi

4. Realizar las dilucicnes del suero pasando los microdilutorss

Usar suercs control en la placa.

de poto en polo

S. Agregue a cada uno de les de eritrocttios

sensib:lizadss previamente, con cal:brada.

6. Mexzclar suavemenie. tapar Y de ar en repose durante 30 mun. a

temperatura avthiente.

7. Leer las placas curdadosamen*e, determinands el tiiulec de
anticurerpos para cada muestra. El t{tule correspecnde a la Gltima
dijuticn en Gue se aprecia Jlaramente la agiudlinacién de lcs

eritrocites sensibllizades




7. RESULTADUS

Las tatlas 1 v & qQue CORLIRUatioh CONLlenen

@i de anticuerLues

ias tecniles IRA ¥ HF
v 20D muyestraz cle
En laz ficas . . 20 4. 02 2r. le tabia Ho B

Sue 5@
auestran

las proporeicones ¥

isiribun
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TABLA KG. 2

nOes Ui a R P T IHA Fo. muestra H P THA
51 32 64 { } 76 32 32
Sa 32 84 { T 84 32
53 32 32 78 128 258
54 16 16 79 32 32
=5 32 64 80 84 32
S5 32 32 8 32 ad
57 18 [N 82 84 32
53 18 8 83 18 18
s 18 32 i 84 8 18
8o 84 128 &8s 128 84
61 32 32 es 8 18
&2 128 128 &7 16 16
€3 &4 84 85 32 1&
64 18 32 85 N N
&5 16 18 20 £4 B84
s 18 18 | 3 32 32
67 B4 [N o2 128 ass
es 32 84 °3 18 32
£3 18 32 ‘ N 2 10
bt} 128 128 i S5 18 18
71 3& 1€ I & o3 BI
T2 [N 4 l ! 97 32 32
T3 Cs 128 | o 64 128
'
T 64 =2 ) 5% 1z8 E4 ‘

e

4]
(o]
i
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GRAFICA ND. 1

DISTRIBUCION DE LA VARIABILIDAD DE
05 TITULOS HP', THA




' DIST. DE LOS TITULOS DE ANTICUERPOS
| POR IHA

AW
THA




GRAFICA NO. 3

| DIST.

N FRECUENOR

DE LOS TITULOS DE ANTICUEEPOS
POR HP

T 1 I T ! T T 1

Hp

|




GRAFICA KO, 4

. DIST. DE 1[OS TITULOS DE ANTICUERPOS
' POR IHA Y HP

S FREVULTHA

vl
He
|

IHE 1§




TITULOS DE ANTICUERPOS POR 1A

TABLA NO. S

LOS METLIOT BE T

00 FACIENTES CON SINDROME OE TORCH

e
ss is = &a 1ze = °se
A = S i 33 =) 2

iy

T3¢

MUESTRAS PARA CADA DILUCION,



GRAFICA NO. 6

DIST. DE 105 TITULOS DE ANTICUERPOS

25 FIECOQENKTIC

POR [HA Y HP
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7.1 COMPROBACION DE LA IGUALDAD DE VARIANZAS UTILIZANDO LA
DISTRIBUCION F DE FISHER
Hip&tesis nula Ha az‘= 022
Hipbtlesis alilerha HA. r.vz‘:- c-zz

Fardmolros «stadisticos cdbtenidos de los

por las tecnicas de IHA v HP.

tituios de anticuerpos

PARAMETRO HP. IHA
% 50.8¢C 55,38
s 1z.5% 50. 28
o 42.77 £0.03
x sc80 5535
st 1828, L 2528, &
" 100 100,08

= Las férmulas

ehCUentran en @i are.s J

~
i

utilizadas e el analisis

estadisiico se



tadigrafo= cale.

Es

= 1.40

zole.

n-1

g-1.=

de aceptacién:

interva

r
i
u

sién.




7.2 COWMPROBACION DE LA CORRELACION ENTRE LAS TECNICAS IHA Y

HP, UTILIZANDO EL COEFICIENTE DE CORRELACION DE PEARSON Y LA

ECUACION DE REGRESIONM.

ANTICUERPCS

SUMX = 141074

SUM XY 417188

= %8 25806403
X ) 85,82

HP se cbtiene 1o sigulentie-

Cowficiente do Jorrelacien r o= 0.7

Trdenata &l sraigen b o= 2{.7€

Touacian e la relta Y = rX - b es Zecir T HP = T IHA ImD + b

Usando la @ciacion anlerior

I
(o]
i.}t
Ry
SN
P

é\’




8. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En este trabais se cosfararsn cos pelodds Fap1dos para la

determinacion de titrulos de anticuerpos especificos

antigeno de la rubk<cla. Las

Gue se comparan

scn ambas semicuantitatyvas oor er:Lrocitcs en

placa.

Se trabajiz con 40T muestras de suero de distintas
procedenzias coad se indiced asnleriecrmente, todaz las muestras
fveron anaiiTadas por la tecnica IHA v HP. Los resuitados
obten:dzs gper ambas tecnicas se muestran en jas tablas 1 v 2. De

los cates de estas tatlas se observa (s gran similtud entre leos

lcuerpos, sSSlG en un porcentaje myy reducido. se

ciferenczia significativa n 2% de ias muestras dan

de titulo

espesificos

G Tallan L s sEFLTInveriion




£n la grafica No. 2 se observa la cdistribucién <e lcs
titules de anticuerpes por la IHA, de demde se cobserva gue ia
mayoria de la poblacidn tiene anticuerpss  protectores contra o1

virus (7320, son censiderados titulcos

las muestiras cecn titules mayores de

infeccién aciiva . en

percentajes suman el

corresponde  al arupo

quieres nz han sidn eNpussies, L2

mujeres adultas o nifos recién nac:dss  gue aun no  se han

contaminade, algunses con en losz
cuales @s descartada la rubeéola cencénita.
En la grafica XNeo. 3 se enguentra la disiribucidén de

anticuerpos por la
peblacidn con titulcs protecieres, un 1Q% a infeccicnes recientes

Y un T oal grupo susceptible.

Cen les resultados anteriores se puede dec:r gue arkas

técnicas se pueden usar indiferentemanies. la grafica No.4 es una

&
I
“
-
o
n
3
8
o
13
[

comparacicn de ia distribucién <de anticuerpes por a

activa, 10% en en !l grupc de

los susteptibles. son acepladles, come  se




demuestira mas adelante, la rmayer diferencia se da en el grupc de
titulcs prcotecicres este se debe a gque existe solo una dilucién
de diferencia para seleccionar entre una infescidn activa o N,
lo cual zuece confirmarse segin el cuadre cilnice gue presente el

pacientsa.

la tarxla ho. Z se han cclocads los datos obtenidos per

forma mas numeérica , cobteniendose la

La zona scmbreada coprresponde al rangoe

en cue no existe una diferencia estadisticamente significativa,

los limites de la pruebas

1st2cas aplicadas, T bt de esta Zena cinco

1

deterTinacicnes las a &4 muestras gue dan

ticuleos maveres por

se obtuviercn

menores e 5 ce las cuales 4 diercn un

IHA y 3 un titule de 1€ . lo cual es una var:acién aceptable
debide a errcres :nherentes a  la  Llecnica . ocasicnados

giacas . ai criteric

ias mucrodiluciones.
Per @i contrarice 10 muestras gue por IHA dieron un titulo Jde 8,

& scon razenablement

acegrables - cuatrs de ellas dan un tituls,



dos diluciones ras aites por HP. 1o cual es estadistiza y

de rubeck congenita, dado

sitnicamente signific
que de un titule N protector se diagndstica una infecsion
reciente o activa lz cual sugiere gue alguna aglutinacidn muy

Fina no Deteslada en el N ce las Teeslras

pacientes no

1o cual

sugliere guUe anbas Lechicas tienen una sensibilidad aceptacie por

comparaclién, cone puede verse on la grafica No. 6. se esperaba

encontrar datos mas deducitles en cuanto & sensibil:idad por e

dato tecriceo de una mayor Zet=cLien ce anticuerpss por la HP,  al
eliminar e. proélema de los nhircicderes especificas. No obstante
@s reccmendable clsefar wun eswudis mas amplio de  ampos
métodes v carroborar ies resultiades obten:dis en este trabaio en

cuantc a sens:bilidad.

Al realizar el andlis:s estadistice usancdo la distribucion F
do Fisher para valorar @l punio critice al B4 se obtuvs gue no

oxiste diferenc:ia significativa en cuaptc a  precisien  por

@eficiente de curre@iacidn

CoTmrarasidn Ze 5Us  varianTas.

encontirade pare @Stas Lecnicas es C@ .7, @$ic sisniflca GlUe el

TN

“d1agnostica



de anticuerpas HP a partir de los titulos IHA usande la ecuacién
obtenida para el sistema y observar la tabla de resultades No. S
que :lustra la recta que forman los resuitados en un 1ntervalo
definido.

£s muy inmportante mencicnar las diferencias en cuahto a
aherre de tiempe en la elaboracién de las pruebas por la tecnica
de la HP. dando un diagnostico confiablie &n mensr tiemps sobre

<e rubeocla

todo en Casci tan importantes como el Siag

congénita. lo cual es un objetive fijc del eguipe médico. esta
ventaja es preferible ante cualquier oilra técnica mas tardada gue
impligque un retrass er entregar Lo resultades. La técnica de la

HP tarbien €16 Un mayor Hurero 4v mUestras <on titulos menores,

lo cual :ndica que la tecnica IHA posee maver sensibilidad.

debids a algunas interferencias en la cetecIizn lo cual se anula

al porer en contacte el suero directamente con eritrocites

sensibilizados al antigeno especifico.

delecsior Que redishre el

mag confiable v mas elecutar las tecnicas, por lo

directamente relacionadas con el

tantc las var:aciznes

Qb

diferensiac entre

i
w
i




. CONCLUSI ONES

Aun  cwando en nueslrs  pars r2 han s:ido registradas
epidemias de i1mportancia. noe es 1mprobable gue pueden ocurrir si
llega a alcanzarse una acumulacidn critica de 1ndividucs

susceptibles, Se enfatiza la importancia de prevoenir la

virus de B ! et la muser antes cdel

infaccion por

embarazo ra sea por medio cde de todas las jévenes o
por la deteccion de susceptibles a traves cde un Tétcdo seroldgice
sencille v barats cone el de la hemagiutinacien pasiva, seguida

de la vacunacion de mujeres seronegativas.

l.a prueba de la hemaclutinacisén pasiva reflejd resultados

equiparables con la prueda de la :nhibicicn de la hemaglutinacién

en cuanto a sensibilicad., especificidad, y precis:érn.

Las +venta)as gSue presenta la prueba de la hemaglutinacién

pasiva son:

cativa de tiends o fual IMpilca Sue 8l

médico pueda dar un diagnestico confirnatlws +as rapide, que le

permita tomar decis:cones Dien reforzazas en cortlo

de  aimacenar durante  maver tiempo  los

en ests ffukla. <on @llo Se evita la

"




necesidad de conseguir sangre fresca continuamente implicando con

ello tedo el tratamiento previo para su uso.

c. Posee un patron de lectura mds claro. La aglutinacidn que
Se observa en la prueba de la inhibicidn de la hemaglutinacidn es

muy fina lo cual requiere una mavor atencion en la deteccidén de

la aglutinacidn.

d. lLa reaccié6n snmunclégica se lleva a cabo a temperatura
armbiente, la aglutinacién gue s« gresenta es muyv clara hasta ia
ultima dilucidn que se presenta, y casl tan rapido como se
prepara sin tener que dar tiempos ce refrigeracién de 2 horas

como @n la inhibicioén de la hemaglutinac:én.



ANEXO A.

ABREVIATURAS.
TORCH. Texoplasma, Otros, Rubéola, Citomegalevirus,
ECP Efoeto Citopitico,
RNA Acido Ripcnucleico,
nm Nancmetro.
PM Peso Molecular.
s Unidad Sververg.
pH Potencial de Hodrogeno.
IigM Inmunoglobulina Clase M.
1gG Inmunoglobulina Clase G.
HP Hermaglutinacidn Pasiva.
IHA Inhibicién ce la Hemaglutinacién.
GR Slebule Fooro.
EEE Encofalitic Egquina del Este.
YEE Encefalitis Equina
wEE Encefalit:s Equina cdel Oeste.
GIH Sonadotropina Coridnica Humana.

88

Herpes.



ANEXO B, PREPARACION CE ZoL

Aulelta C(diluyented

Fermula: NaCl G, Bz
Caczmm Q.ig
HgSO, . 74,0 C.1g
Hacm.-u cbp 100ml
CANM
Foroula: Albumina bovina Z.
HEO@..‘: as0ml

Aforar

Caslin: Suspensidr. al 254 en borato salina,

sS1. salina isoténica. luzidn al

sodio en agua Jdostilada.

5g

FCIONES

ajustar el

en

C. 884

con diiluyente Auletla a 1l

cH a 2.0

de clorurc de



PBS (solucidn amortiguadora de fosfatos?

Formula: Kall 8g
HQl Q. &g
NazHPO‘ 1.:15g
KR_PO, 0. 2g

Afcrar con agua destilada a 1. M=0.18

Ajustar el pH a 7.2

Alsever Canticoagulantel

Fernula: Dextrosa 20.5g
HaCl 4.2g
Ac. citrico 0.55g

Citrate de scodio 8.0g
Arorar con agua destilada a bl

Esterilizar en autoclave a 15 Lb durante 20 min.

Antigeno: Freparacién en ceiulas BHK~Z21

hemaglutinacidn en placa.



ANEXO C

1. Pendiernte de is Fecla de Regresidn Imd

N (EXY)-(ZXXCTY)

2. Intercepto (b>

(SYHZXT)~(EXXEXY)
b =

n ox*- cz0f

3. Coeficiente de Correlacion Crd

=X Y - nk ¥
[ Y
A
&x %= nx®)Ey *-nv®)

4. Media X

"

L%,

t=2a



5. Desviactidn Estandar Muestral (3)

L, -x)
f=s
s= |
l n -
i
E.. Prueba de F para la ucomparacidn de la Precisién de dos
Metodos
Prueba de Hipdtesis: £stadigrafo de Contraste
s?
2 2 ¢
Ho :0 " = o F_ =
1 z p N
5
2
2 . 2
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FE DE ERRATAS

En el Litulo de {a portada dice:

Hemaglutinacian

¥ debe decir:

Hemaglutinacion Pasiva.
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