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GLOSARIO

Ch ¢ Cultive Directo.

Che 't Cultivo Directo Concentrado.

CPRM : Cultivo Primario de Rifién de Mono.

DICT50 : Dosis Infectivas en Cultivo de Tejido SO%.

BCHO : Enterocitopatogen Human Orgfan.

ELISA : Enzime Linked Immunosorbent Assay.

I.K.D.R.Z ¢ Instituro Nacioral de Referencias Epidemiolégicas.
I.%.¥ ¢ Instituto Nacional de Viroivzia.

0.M.S : Organizacisn Bandial 3e is Salud.

0.P.S : Orzanizacids Panamsricazna de la Salud,

5GB

Sindrome de Suillain-Barré.
ENC ¢ Sistema Rervioso Central.

SSB : Solucién Salina Balance

TAc @ Triamiento

¥EM : Medio Minime de Mantenimiento.



RESUMEN



1.~ RESUMZN.

Bste trabajo se realisd orioc de Virologfz del
I.N.D.R.E con la finalidad de probar un mdétodn alternativo que -
i

nos parmitiera aisiar 21 agente viral de casos de nardlisis fléci
t

= o

da revortados como nagativos por el métsdo cldsics de cultivo di-

recta (€D).

S2 seleccionaren 33 muestras de heces fecales que habfian —=
sido trabajadas con anterioridad por el métody d= CD y que resul-
taban negitivas para el aislamients de poliovirus § algin oiro -
enterovirus. Tamtién se seleccionarcon 8 controles positivos.

Las 45 muestraz s& trabajaron por el mitodo d2 concentra——-
cidn con dos veriantss: Tas y CDo.

Bl total ge fué d2 23.68% de ——

i o son Dx. clinico de SGB
¥ el 7.3% a nifios con disgndstics de polismielitis, Por CDc el to

fué d2 12,1 de los cusles 7.33% fud de nifos

tras de las cuzles tres —-

Se identif:caron en total § mue

B
fueron poliovirus *apo 3 ¥ las 2iras & se consideraron como virus
entéricos "nd palis”. e eI e e
Se considera gue 21 método d2 concentracidn Z£cida es el més
©

iciente para el aislamiento 3= poliovirus/enterovirus principal
o

i e 1
mente de casos con Dx. 2lfnico dsz S63, de los gue se aisld basica
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IfL.-INTRODUZCIOHN

Los anterovirus nuzden causar mmichos s{ndromes clinicos. -
Li nardlisis es una consecuencis comin de la :infeccidn causada -
Dor ooliovirus. Sin emdargoe, la sardlisis, desz-uds de uma infec-
¢18n ‘comy 1a citada s51s se cresenta en 1 a 2% de los 2asos(33).
Lo3 entercvirus de los demis grupss raras veces csusaa pardlisis
Dos da 13s tipos de enterovi-us 42 aceptasidn mds reciente, los-
70 y 71, 9l ocarecer 1la causan con mayaer frecuencis. En la India,

Japdn, Taiwdn, Tailandia y Senegal se ha sbsarvado pardlisis con

ulterioridad a conjuutivit:is
enterovirus 7). Bn Bulgaria y Hungria courrieron d0s brotes d2 -
la enfermedad causzda por el 2nferovirus
ma nerviysd central, acompadiados d2 pardliss

{44,53). Otros ent

logia desconscida ya jue se ha relscionads con VArios agentas -

tanto virales como bacterianos (27,40,51,53).



El hombre es el dnico huesped natural conocido d= los po——
liovirus, se han encontrado &nticu2rvos 2n algunos monoss y chim~
pancés estudiados en cautiverio, pero existen pruebas de que ——-
8810 adquieren la infsccién después de su cactura (21).

Los poliovirus pertenecen a 1z familia d2 los picornavirus
junto con los ECHO, Coxsakie y Rhinovirus y comparten caracteris
ticas fisicas, quimicas, bioldgicas y epidemiolédgicas. Son pes-
juefios (210-300 A), contiensn RNA de una sla cadena y carecen -
de lfpidos. Su morfolsgfa =3 icosaddrica, son resistentes a sol-
ventes lipfdicos y son relativamente estables a temperatura -—--
ambiente y a pH 4cido (13).

Los poliovirus comprendsn tres serstipsas inmunoldgicamznte
distintos, ju2 pueden identificarse por reacsciones de neutraliza
cifn, fijacibn de simclazents o reaccionss d: precipitacidn por-
difusién en gel. Existen dos tipos de partfculas virales de po--—
liovirus: la partfculs D (densa) infecciosa y la partfcula C (ca
rente de porcién centrel) no infecciosa. Ie particula D contiene
4 cadenas polipept{dicas sstructurales: VP, VP2, VPy y VP4 y la
partfcula C carece de VP2 y de VP: y tiene en su lugar & un pre-—
cursor que es VP (13).

Despuéds de su ingestidn por via orsl, el poliovirus invade
las amf{gdalas, plazas de Peyer, g2anglioss linfdticos y mesentéri-
cos y c8usa viremia {(13,21).

Las lesiones a aivel d= las células de las astas anterio——
res de le médula espinal son la causa principal ds la pardlisis-
por noliovirus, tamdbién pusde haber lasiones a nivel dz tronco -

cerabral y corteza motora (43).



Es poéible emplear varios especimen=s para tratar de ais—
lar los poliovirus y enterovirus. la recoleccidn de los especi--
menes apropiedos y las buenasicondiciones de alpacenadiento y —~—
envio son fundamentales para el éxito de los estudios de ladora-
torio. ILos especimenss para el aislamiento del virus dsben ser -
recolectados lo wfis pronto posible durante 21 curso de la enfer-
medad ya que en ésta etapa el virus alcanza su punto miximo (44)

Los estecizenes 2mplesdos con mayor frecuencia para el Bisla~

miento de polidvirus y enterovirus son: Heces fe frotis de
garganta, 1{juidc cefalorraquides y tejidos obtenidos de autop--
siss (bulbo requideo, médula espinal cervical y lumbar). Ademfs-
debe >hbtenarse suaro de c8s0s agudos y convalacientes para estu-
dios sercldgicos {(44).

Se considera gque las heces son el mejor materiel para el -
aislamiento de 19s eamtersvirus, ya gue &stos se sxeretan hasta -
por 4 gemanas después del comiesnzo de 1a infeccidn(44).

Por muchos a#os han exist:do métodos para el disgndsiico -
de las infecciones snteroviricas en el laboratorio, entre los -
que cabe citar el aiglamiento del virus en cultivos celulares —
(RD: Rabdho-zio-sercoza humeno, Hep-2¢: Carcinoms de laringe, —-
Vero:Rifsn de =ono verde y Hela: Carcinoma de cervix) o en rato-
nes recidn nacidos ¥ 13 identificacidn zedisnte pruebes de nsu-
tralizacidn en un sist2ma hussped apropiado. S2 han efectuzdo --
pruebas serolfgicas, prizordial=mente por el m=&tode de nsutrali——
zacidn con muestras de sueros en pares para ofrecer informacién—
Gtil pars el diagnSstico (13,20). Esta zedida es priciica cuando

se conoce el tipo de virus infeccioso por megio de estudics de-



i1slamiento viciea §

tivo de virus {(ad).
Un mé;cdo samunmente emsl

virus consists en el sultivo d=

se
heces fecales en las lfinszas celulares RD ¥ Mepr-Z2¢. S: ha vasto -
Jue . par este métodsy ls frecuencia de cislemientos es relativamen
te busna, sSiu =mbargs, S na encaintradd  que existen Clertas  --
mnestiras, orovenlentes de casdos ciiniccos con pardlisis, a partir
de los cuales no se logra ai1slar el virus causante de la enfer-—
wedad por lo Jue, pars dich>3 casos, es necesaria ls utilizacidn
de métodos més eficaces =nara el aislamients de los agentes vira-
les cunndo 4stes Se encusniran an cantidadss muy pejusras § Ter—

masrnradas® por alcunas sustancias que imnadan su multaiplizacidn

:lizado, con poca frecuen~
F2rz 2l aislamiento d2 poliovie~
atros entercvirus (46,62). Este mftode coansiste —
orimordiflzente en somater, las suspensisnes da heces fecales -~
clzrificadas, K uu nraces? de centrifugacidn diferenciel 2 altas
revoluciones (14,000-3%,000) lo aue perm:ite, en primer lugar, la

k3
tenc1dn de unz mayer cantidad de virus por volumen de muestra,
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stancias orgdnicas ¥ citotdxacas de las  —
muestras » andcular (43,6

1 240 de concentracidn consiste en some
ento 4cido {pE 2.3-3) previamente -

:
clarificadas v concentradas {(concsniracifin 4cida) lo que permite,




ademds 42 las ventajas de concentracifn, obtener al varus total-
mante libre de restds celulares, proteinas, substancias citotdxi
cas, etc. gque pudieran interferir en su resroduccibdn en los cul-
tivos celulares {(46,562). Este método d= concentracién 4cida se -
ha utilizado con éxito, sabre tods para el aislamiento de entero
virus na polio (62); peroc también se han lograds buenos resulta
dos para el aislamiento de paliovirus.

Recientemsnts se han aplicadd algunos de 1os métodes viro-
1%gicos/seroldmicos mds modernos al estudio de les enterovirus. -
S= na tratado de hacsr el andlisis de la IgM del suer> humano en
el sercdiagnéstico de las infeczciones causadas por el virus ——-
8oxsaxis B por medio de2 la prueba de ELISA, Esta meltodolegia ~——-

cacidn de poliovirus y parz L

5

también se ha usadsc pa
e

T 1
titulacién d2 anticuerpos contra los poliovirus. Se han prepara-

do anticuersos monocle lcz tres tipds de poliovirus.

klsunos d2 estos anticu2rpds s2 estdn estudiando en la actuali--
dad para determinar su cap&c:dad d2 d:ferenciar a los poliovirus
salvajes de los emcleades en 12 vacuna ((10,30,44).

También s ha recurrids 2 la determinzcidn d= la secuencia
de mucleStidos en un fragmento d2)l RKA de los poliovirus para —-
jeterminar 21 orfgan de lgs cepas ds éstos (32).

Se ha visto gque las "sondas"™ de DA marcedas con material-
radioAactivo re=ccisnan con varios enterovirus inclusc los polio-
vairus tipo 1. Dichas “"sondas™ pueden permitir la identificacién-
ds éstos an cultvivos celulsres por medic de técnicas de hibrida--
cidn del 4cido macléico (32).

.-Algunos de 2stos métodos, pese 8 no ser 12s normales ni --



los de uso comin, quizd tenxan una aplicacién m4s amplia en el -

futuro daspuds de su perleccionimiento y evaluacién.
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III.- GZIN¥NERALIDADES

Provablemante 1a 23liszielytis (poli:gris y mislos:médula)

ray~ sad sda la antigiiedad y= 4ue se han

3 e
encontrado an algunss cirdmides ds Egipto resiss humnanss momafi-
a

e
piernas asimétricas) que indican wosibles afedciones por peliosvi

rus. Sin exbarge, 1a poliomialiiis no fud ric30001d% CORD uUnd —-

un wédico 1inglés, publicd un trevads sotre enfermedades de los -
nilos (60).

A orincipiss del siglo XIX 21 trataxiento consistia en —-
fusrtes ocurgsas, ampolias, sangrias y adn sleciricidai aplicada -
Bl :izmbro afectads. Variss zédicos asociaron los dientes con 1lg

ro est¢ no fud muy acepizds (£0).

enfermedad p

emdn ¥y el mejor expo-

o
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o
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Pad
Mo

orimer estudio sistexmdti
Heine anot§ las sigulantes caracteris

los paciantes stenfan unz edaa de & a-

salud antes de la enfermedad, mostra-

ban dolor y algunos exserimentaban fiebres, irritabilidad y zani

ced{a, en muchss casas, a la--

o

Tastacionss conmvulsivae) 2o 35U

pardlisis de amd s extremidades. D2 estds signos ¥ sintomas, —--
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tilgand> una epidemia de 44

casos d2 noliomislitis en Sueciz la d2scridbe como una enfermedad
sistdmica con fistre v malestar genasralizedo 1la cual podria ———-
estar acompafada por la impliicaciln del sistem2 nervioso central
£n 1805, Wickman, discipuls de M=iin, después d: 2studiar uns --
devastadora eviieria escandinava concluye que el perfodo de incu
bacidn en la enfermedad menor es de <tres a cuatro dfas y el pe—
rfodo €= incudscidn en la enfermedad maysr coun fiebre y pardli-—
s1s es de 3-10 dfas, cbservd tazbidn jue la enfermedad es alta—

mante oontamiosa y jus freousnsszents sra expandida por indivi——

na Karl Landsteiner, famsso in-

de grupos sanguineos)

d dad
Yoradsres reportaron gque 12 piliomielitis era causeda
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TABLA No. 1

ENFERVEDADES CAUSADAS POR LOS ENTEZROVIRUS

SINDROME

YVIRUS

CO¥UNES

POCO COMUNES

- Pardlis:is

- Meningitis
aséptica.

- Bnceralitis

- Encefalozm,
carditis.

- Infecciovem

d4el aparaio
respirator:io
alto.

- Newmonitis
¥ bronguioli
tis.

- Mialgia om
démiza (enf
4s Horshsle)

Poliosvirus 1,2,3

SCHO (4,35,9,11,12,18,
30), Coxsakie A (7,9,
23), Coxsakie B (1-6)J

Enterovirus 71
Coxsak:e B35 .

Coxsakie B (1-5).

Entercvarus 70.

Coxsakie Azl, BCHO (lL
’)3\

Enterovirus 68.

Coxsaxie B (1-5).

Tcoiégkxe A(10,22), B-
-]:(2=5), BCHO (4 819,22, -
Jiesyii

Coxsakie A (2,4,7,9)

Coxsakie B (1,2,3,4,5)

€CEO (1,2,4,6,5,11,13,
30)

Coxsakie A (16-13,4-11

ECHO (3,14,19), Coxsa-
kis A (2,4,6,8,9,18).

Enterovirus Tl

Tomado de:

bavis, 2.D.,

Dulbeco st a2l: Tratado de Mierobio-,

logfa, 2a ed. Salwvat, 1983. (13).

- 15 -



large tiempo por congelacidn a -70°C (31,33).
-Caracterfsticas Bioquimicas.

El genoma de 10s 2doliovirus estéd compuesto por BNA de una-
sola cadena positiva con oeso molecular de 2-2.8 x 105 daltens -
¥ ce_:nstituye alredsdor del 30% de 1a masa de la partfcula viral-
¥ el resto son protefnas {10,13,31).

La cdpside estd constituida de &0 unidades idénticas, for-
madas csda una de 4 proteinmas estructurales o d2 cubierza, estas
prote{nas de cubierta son: VP1, VP2, VPi.y VPy (14,17,31,33).

iCle exX-

tazbién estdn localizadas exter
que ¥¥1, ¥ VPs parece ser com—

al 3NA virel (5,17).

Bl polisvarus
ticula D (dense) 1s
BNA ceniral mientrss It

infeccioss. las parsicul:z
de 1los viriones gue
cula D {es dscar
polipepildicas (Vv&y,
VP y de VPz, co
=83 {VP)) 3ue no es atra cosa que el precursor de VP2 5 d2 VP
(13,30).

ntenzends enm su lugar un polipfptidy ds gram ta-
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rersisten durante cas: dos afies (ver diagrama No.l) (13,25).
las infecoicnes leves y ny carsliczintes dan lug-r 2 nive--
les de snticusrpos tan altos cotwd los gua apar:scsen des

una grave enfermedrd paralftica. las rei icnes que causan -

pardlisis son raras y priducidas invar: por virus de )

no dis~into al csusante de la prirers enfermedad (13,29).
1.5.~ SIGNOS CLINICOS.

Ia opoliomieliZis s ha correlacionsds, tradicionalmente, -
con narélisis asiméerica y £léci1d= de las exiremidadas, sSin =—
ecbargs, €st: se destrrol.a s81> em el 1 ¢ 2X de
d2 -uade 0 md hribter pardlisis dulbar (25). :

S- ha vis:2 ue O°ras entersvirus {enterovirus 70,71 ¥ —

Coxeakie) ~ued 'n pr

]
n
(3
=
o
@
]
n
1
)
o
[+
W

risticas samzjantes a los. po--
liovirus {Z5). .

fas manife:taciones clinics=s se rresentan daspués.de un -
ver{sds de incubacidn d2 I a 2 semznas y, segin el grado ds afec
t

218n, ¥y las =an:

vy
m
in

res clinicas la polismielitis se ha'divi

o
4o en los =igu:entes tipss:

B

l.- Poiiomielilis abortiva 3 inaparente. -
BS 13 forma mds comin jue se oresenta -{30-33%). Se maniiis
ta por dolor de cebsza, zelestiar general, fiebre, vizito, letar-

0, constipacidn, dolor de garszanta y dolores xzusculares. la re-

5

cuperacidn es rdrila y coznpietad ¢

. unss suantos dias y sin dejar

secuelas (13,43,53). ’ : : ST
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DIAGRAMA No 1 .
Diagrama esjuemfitico de la avaricidn y evolucidn de lasg =
sarifestaciones cl{ricas ds 1la poliomielitis, localizacién del -

irus, desarrollo y persistencia de los anticuarpos.
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Este tipo de noliomi2litis 88l ge pueds Aissmosticar dor
el sislaziento del viras & virtir del paciente & vor la 1dentafi

cacidn y titulacidn de anticuerpos (3,33).

2.~ Poliosmeilitis no parslitica.

Gensralmsnte el paciente manif:esta los sfntomas referide

[

para 1la doliamielitis mbtartiva y, ademis dz2garrolls meningitis ~
aséptica con rigidez y dolor del cuelle v esp2lda; se ha calsulg
4> jue aproxamaidamente del 4-3% e los cas2s inaparentes evolue
cioman & 1a forma no parelitica y en muy pocas ccasiones este ty
po de poliomielitis puede evoluciorar a la forma paradftica {3,~
13,33).

3.~ Polao=:slizis paralfz:ca.

las lesiones causadas por el virus en 188 neursnas ZOTOTAS
sausan la csracteristica principal 32 ests tip>d de poliomielitis
que es la parflisis l4cids asirmétrica.

Muy pejueios prrcentajes (1 a 2%) de pacientes con polio~
w1elitis no paralitica evolucloanan hasta la forma paralfrica y -~
en ocesiones 18 orrdlisis se preaenta sin rase antecedente (13,~-
£3,58).

Br este tipo de pol

li1tis puede habter tazbién inccordy
nacidn crasecutiva a la invacifn del talls anzefdlico, asf{ coma
escisuos dslorascs de 13s misculss no odaraliticos. le pardlis:s
pusde dsurrir an iaculss que estén enarvados de is rmfdula, pero
£sth es mucho menas frecusnte y se le llama dsardlisis bulbar (43)

1o psrdlisis bulbar pueds tener un srzda de ssveridad, -
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debilidad o pardlisis de solamente ciertos misculos, por ejemplo
misculss faciales e implicacifn de los centros vasomotores o res
piratorins. La parélisis bulbar es & menudo mortal por la insu-
ficiencia respiratoria o cardiaca (13,43).

La afeccidn de los misculos generalmente es méxima durante
los orimeros dfas despufs de 1a inicimcibn de la fage paralitica
¥ la méxima recurzeracidn es obsa2rvada dentro de los 6 meses, pe-
ro oscasimalmente puede tomar de 1 a 2 z3ss (33).

El ataque de la enferczedad es a memdo abrupto en niflos y
en &dultes es gradual pero la enfersedad s3 més severa con un2 -

proporcidén de mortalidad que suczenta con la edad (3).
1.6.- PATOGENESIS Y PATOLOGIA.

Tas atapes fundamentales de 12 zultiplicacibdn y propags—-—
cidn de los rolicviris fueron azlaradas por ainuc:iosos estudios
sobre la eveluc:idn de la poliomielitis en chimpancéds y en el ——
kombre. El progress de la infescidn, jue culmina afectando &l ce
Tebro y & la =m&3ula 2spa uyas l2sisnes condicionan la gra--

veded de la infe resumen =n el Jjiasrems No.2 (13).

El vairus e

22 e intesTtie-

sultiplicacidn prizaria es en la mucdsa bucofar
nal. Bl virus estd presante con regulsridad en la faripse y ep -
las heces antes de gue la enfermedad se estatlezca clinicemente-
(32,33).

Ko se sabe si el virus se multiplica en las células epite-

liales o linfoides del tubc digestivo. las enigdslss y las pla~
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DIAGRAMA No.2

PATOGENESIS DE LOS POLIOVIRUS

(
Infeccidn Ingestida del virus
asa
= TP Virus en farinze -4
Fase ) a"mar*'r* ses £ 1r\‘
digestiva
\
’
Pase
linfdt:icy
Servicaies
srofundcs
\
Pase
Virémica - one
[ _\\Ot:’as t21:d08
Pase extransurales
. N suscepiidles,
neureoldgic
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c23 de Peyer del ilefn son invadidas muy pronto, una vez inicia-

J

33 el zraceszo infeccioso, se ovroduce una intensa multipliecacidn
de los virus eon dichss lugares, hasta el punto, de -jue puede acu
mularse de 107 a 108 DICT50 de virus por gramd de tejido {13).

Bl hechs de que los poliovirus se repligquen en Srganos del
siztema linforreticular tal como son placaes de Peyer y amigdalaes
hace pensar gue los linfocites juegan un pavel importante en la-
patogénesis de las infec~icnes naturales por zeliovirus. En exps
rimentos hechos ein cflulasz linfoirdes humanss se ha visto que -
existe una infeccid persis deb2da 8 la replicecidn g2l vi--
rus en dichas células {8).

Desde 10s focos primarios de propasgaciln, 13s virus pasan
& las gangliss linfdt:icos cervicales prafundes y mesentéricos -
estos ganglios pueden constitulir cones de replicaciln del virus
pocd lmportantes para el progress de 18 infeccidn. De los gangli
0s 108 virus pasan & Li sangre, 12 jue probablemsanite provoca unas
irexr:g& transitoria, gue dissmins al virus por 2tros tejidos sen
sidbles como la grasa pards (srasa axilar, paravertebral y supre-
esternal) y la visceras, 3n estas l:calizaciones extransurales -
s2 efectia replicacidn del virus Jue es entonces contimuazente -
devualto 2l torrante circulasorio c2n lo jque se establece ¥y S22 -
mantiene un2 viremia persistente, esta virem:is puede ser favore-
cida vor la probabilidad de jue las células del sistema reticulg
eniotel:ial experizenten tsmbidn zultliplicacidn viral (5,3,13,-
33).

Lzs vias por las cusles el virus alcanza 21 SNC n3 han si-

do elucidadas, sin embargs, se cYyee comummente gue 108 VIirus-——




pueden alcanzar el sistem? nerviosc ceniral por via hematSgenn—-
{a través d2 la barrrera hematcencefdlica) y por viajar a 1o lar
&> de 1>s axones d2 los nervios periférices. Dado que la viremiz

es esenc:ial en la patagénesis de 13 pclismielitis puede SUPO--

nerse Jue la invasidn del SC 1 travéds dz la pared de 1lss capi-

lares constituye la via més ixmpertante 3e penatracidn. Los dee-
tos en faver de 1a invas:idn del SNC por el virus mediante trans-
misidn a 15 largy de las fibras nerviovas son los siguientes:
1.~ 3¢ hallan poliovirus en los ganglids de los nesvies per:fd
cos durante el procéso de infeccidn. 2.- Los virus pueden exte
derse siguiendo ias ¢

conacidos %anto en 10s nervio

33).

reriféricas como en 21 SNC, (3,13,

Se ha >bservads jue la anigdalectozmia (1a cual presurible-
mente e2xpome 195 nerviss terminales) insdverzidsmente rezl:izeda
dursnte 21 perfsdo de incubsc:idn 421 viras, ha precipitado is —
pardlisis. Les traurat:iscos, incluyendos las inyecciones hipodér-
=micss y las vacunas, tiendan 8 localaizar 1
=3sculss traumetizados. No se conocen con &
cos de ascidn de estos fastores del huesped Jue irfiuyen =n lg -

3

localizscidn sorre ia patogdnesis de la

1]
o
I
"

2
ble, 2egin se deduce &2 algunos datos, jue los Adiversss traucss
f{sicds aurenten & infecc1dn en gangiras nerviosos perifédricos
o faciliten la transmisifn del viras 8 1o largs de los nervios -
veriféfricos 321 Area afectade, ciertos datos sugiersn tazbién —-

que 138 fagtores ioscalizzdores aumentsn la sermeadilidsd de los-

vasos sanguineds en regiones del sistema nervissdo central prixi-
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mas & la zona treusaticzada (3,13,33).

Se ha vistc que otros factores del huesped que Mfluyen en
el curso de 12 irfeccidn scn 138 edad y el embarazo. la mayor -——
gravedad de 1la parélisis en adultos, y adn mds, en exbsrsazadas,-
puede tener relacicrnes con ractores enddcrinds, ya que se ha vis
to, en animales de experimentacidn que los estercides asuTenten -

la gravedad de 18 infeccidn (12).

1.7.- HISTOPATOLOGIA.

Ies lesiones que origiran ls pardlisis se producen casi -~
de la médula espi

n

siempre en las células de las asias anteriore
08l y en casos severcs las ast@s posteriores también estén imvo-
jucradas, lesjion=s similares pueden rroducirse en el tronco cérg_
tral y corteza motoras. Por 1s forzacida reticular el miclso ves—
sitular y 21 micleo cererelsso profundo son las dreag més severs
mente 8fectadas del ceredbro {ver fig.

Una de las caracteristicas constdntes del atague viral so-
bre sotre oflulas nervicses es ls infaltraz:édn difusa perivascu-~

lar focal ds linfeocites y slgunos polizorfomicleares &si cozd ~—

¥
Ies células 3e las astss antariore
toxi{sis (disoluczidn de 18 sustancia de Nissel) o Zraards § tume-
&

faceidn; les wmicleos son entdnces desplaczad
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Sente. Finalzente, 12 281u)a irfectads se redondes, Iragrente y-
cuere ¥y es elimina

na
triz astrogl:al (3,22,55).



Giro perocentral

rebeloso

Pormaciéh reticular

PISURA No.l

Esquema de la proyeccidn lateral del cerebro humans y de -
la suverficie sagitel media dzl tronco cerebdral.

1a distriducibn ordinaria dz las lesisnes por poliovirus -
Se representan con puntos negros.

Ias lesiones espinales se praducen generalmenﬁe en células
de la protudberancia anterior, 1las de 1a corteza cerebral ss limi
tan, en Sren parie, al gird peroceniral; las del cerebelo se -~
encueniran generalmente en los micleos del techo, 1as lesionss -

del pedinculo serebral son muy dispersas.



Mientras 18s células afectadss por €l virus sufren lesio~—

nes irreversitles, las neuronss préxinas pueder contribuir
textién a 1a pardlisis mediente irhibiciédn debida al edema y a-
1a liberscién de productos secundarios por la necrdsis (3).

la pardlisis no ec 1a Wnica consesuencia por la invasidn -
de poliovirus sino tembién se puede presestar expansién de gan—
glios linfdticos ¥y esplénicos, miocarditis, ulcerzcidn de placas

de Peyer, hiperrlasia y vrominencia de foliculoss (43).

1.5.— EPIDEMICLOGIA.

Siends egnitdricos en su havitat, los poliovirus se transmi-
ten principalmente por las vias fecal-bucal en medios insalubres
pero vambién se cree gue puede haber disemiracién por serosoles.
La coﬁtazim:ién fecsl gdirecta de las manos § de &hf 8 los ali-——
mentos o B8 utensilios de cocinz es, rrobablexmente, la responsa—-

zgios caso & caso (13,21).

ies de mosces pusden ser
de los virus y as{ contswinar ali-
¥ Bgus  consumidces por individuos sucsptitles (Z21,47).

sten disexinados mundialimente, 2specialmen

s e
{ses en viams de desarrollio, incluyendc s Mixico.

el serot2po 1 he sido el més comin perc el tips 3-se hs

L
hecho mis prominante desde 18 introduccidn de 12 vacune fe Sa—
1 25
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Cerce del 90% de las infecciones en Norteamérica y Puropa-
Qceidental son causadas por el poliavxms tivo 1 y esporddicamen
te por el tipo 3. El serctipo 2 es el menos diseminsda perc se -
ha visto gue, en Aress como el medio oriente hs csusado infeccig
nes severas {(13,25).

BEn los trépicos la enfermedad es endémica durante todo el-
&0, en pafses templados, antes de 18 introduccidn de lea vesura,
ocurr{a en forma cldsica como epidsmie de veranc. ELl recho de —-
que ocurran casos esporddicos en invierno izdice la positilidad-
de gue el virus pueda tazxbién propesarse por les vias respiratg
rias {13,21).

Dus grandes cazbios han irdluide
poliomielitis en los Ultimos sfios:

camente) de estdndares modernos de

avanzados del mundo Sue produjs un

frecuencia de la enfermedad. L2 consecuente reduccidn de la pro-
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tienen immunidad adguir:da para cuandd llegan & la zdolescencia
¥ 8idn a 1s eZ8sd s3ulta. Se h2 visto que ls 1 a
los asdultos tiene, por razones todavia desconccidns, mds probab
iidades de terminkr en una enferzedad parslftica srdve 3ue cuan~
do se trats de una infeccibén primaria en nifcs, por lo sue en -
los pafses svanzaidos se tienen néds probabilidades 22 gpidemiss -
en asdultos jdévenes, dejandos secuelas grdves. la mayor susceptibdbi

lidagd de los edultos j4venes a le perilisis ha sids mds notable-
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en las eprdemias en los “"suelos virgenes™ gue ocurren en comuni-
dsdes aisladas sin contacto previo con el virus (13,21).

2.~ El segundc cambio es la introduccidn masiva de la vacu
na oral viva ateruasds que csusd una declinacidn de la enfermesdad
sobretodo en los Ulsimos 22 adss (21,23).

En torteamérica, Burops y Austrslis, la incidencia de po—
liomielit:s paralitics se ra reducido cssi en un 100% a8 partir -
de 1355 raras veces se encuentran poliovirus silvestres en dese-
;chos humanos (2unque las cepas vacunales son zctullmente ubicuss)
lLos POCOs ca30s jue gquedan tienden & OCUrTIr en 1los SIUpPdSs margi
nedos no vacunados. En los pafses troricsles de Africa, Asis, -
Cerstrs ¥ Sudaxfr:ics la imunizzcifn ro he lacanzado el éxite ——-
deceadd y en algunos padssa la frecuencia de la policmielitis —-
parece ir en sumento. Sin exbarge, es en Jran parie, atribuidle
& los problemas grécticos asociados con 1A administracibn de la
vacuns orzl 2n los paises troricales (21,23), y & los fenSmenos

de interferancia producidos por otros enterovirus.
1.9.- DIAGXNOSTICO DE LATORATORIO.

8) Recoleccidn y Alzmacenamiento de las Muestiras.

Es oosidle emplesar varios tipos de especimenes pare tratar
de mislar 8 los poliovirus o enterovirus. Ademéds, debe obtenesrse
suero de los casos sgudos y convalecients tudine serolé-
gicos. La recoleccifn 2e¢ los especimenes avropiados y las buenas

fundacentales para el-

3}

condaciones de alzmcenamiento y envia so
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$xito.de los estudios realizados en el laboratorio. Lis esveci--
menes va&re alslamlents de virus deban recogerse 1o mds pronto no
sible durente el curso de la exfermeded, va
virus infeccioso durants ésa $pocs aleosnza su punis méximo. B -
suero de casos B8gudos tamt:én sz habrd de recocger con le mayor -
revidaz y en fecha poster:or se habrd de foms&r una Twuestira en ——
estrdo convaleciente. Los scrscimenes tomados en autorsias se —-
habrdn de recoger irmedistamente despufs de 12 muerte. D2 oiro -
modo, cualguier virus gue exista pusde perder su viabilidsd por
los cambios tisulares post-zorten {(44)

Tanto los especiTenes pare 1 alslamiento del virus como -
los sueros deben gusrderse congelados (& -20°C ) en =l . laborato-

rio hasta el momento de su procesamiento.

b) Espec{menes Pars el Aislariento del Virus.

- Heces .- Se recogen de 4 a8 8 gramos en recipiehtes lime-
pios con taps de rosca. Se recomienda tomar dos muestrgs con uno
a dos dfas de diferencia.

- Protis rectales .- Se introduce sl recto un isépo de al-
godbn estéril humedecido y se Irota la Tucosa hasta que la mate-
ria fecal gqueda agherida a3l mismo y s2 coloca en un frasco esté-
ril nue contenga medio de transporte 2ol virus, .

- Protis de garganta .- Se frots bien le parte posterior -
de 15 faringe con uno 0 dos isdpos de algoddn estériles y se co-
locan en un frasid Jue contong2 2 =1 de madio de transvorte del-
virus.

- Ligquido cefalorraguideo .- Se recogen de 3 a 5 ml de —-
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&ste 1fquido en forma aséptice en un frasco estéril.

' - Especimenes tomados sl precticar una sutopsia.- Princi--
palmente se toman especimenes del SNC. Los del bulbo ragufdeo,——
¢l pons y la médula espinal cervical y lumbar deberdn recogerse
con instrumentos estériles y deberdn colocarse en recipientes in
dividuales estériles con tapa de rosca. Por dltimo se obtiene ——
ung muestra de la materia fecal del colon descendente y se ¢olo-

c3 en un recipiente de pléstico estéril con tapa de IOSca.
¢) Especimenes Para Serologfsa.

- Suercs pares .- Se recolectan de 5 a 10 ml de sangre ve-
nosa en forma assptica y se colocan en tubo estéril sin snticoa-
gulante. La muestra de fass convaleciente se toma de 3 a 4 seme—
nas desruds de la fase agads.

Lag ruestras de sangre deberdn dejarse cosgular & la tempz
ratura ambiente por una a dos horas. Se deberd tener cuidado en
la separscidn del suero, ya gue los eritrocitos residuales se —
hemolizar{an dursnte el almacenamisnto ulterior y podrfan obsta-
culizar las pruebas seroldgices. Is necesario emplear una téeni-
c& aséptica y recipientes de vidrio estériles pere tozar le san-
gre ¥ sepsrar el suero ya sue¢ la contaminascidn bacteriana o micg
tics del suero puede destruir los Bnticuerpos y obstaculizar las
pruebas de neutralizacién y fijaciédn de complemento (44).

Ios poliovirus/enterovirus son excretados en las heces —~—
hesta por 4 samanas o mAs despuds del comienzo de la infeccidn.-
Por tanto, las heces fecales son el z2josr material para el aisla

miento de los virus. Los frotis rectales con la mayor cantidad -
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posible de heces adheridas pueden emplearse en lugzr de 12 mues-
tra fecal, sin embargo, la tasa de aislamientos de esgos frotis -
esg muy infericr &8 la gue se logra con las heces (L4},

Con frecuencia no es posible aislar pgoliovirus d= liguido-
cefalorraquideo. Sin embargo, si existe algunz muestra de dste -
debe cultivarse, ya que para determinar la etiologfia de la sn--

ferredad es muy importante demosirar gque esse material contiene -

virus. Es posible aislar cor mwayor frecuenciz giros entersvirus
del lf{quido cefalorragqufdeoc. Ello zlia la convenienciz de cul-

tivarlo, el descubrimiento de otros enterovirus en la zuestra de
ese l{guide tomada a un supuesto omielitis sugerirfa
otro virus distints

{21,¢4),

que 2l agents etioldgico de la =

8 polie (podrie courrir una deble :feccidn

—~

d) Aislamiente del Virus.

Bl sistema de eleccifn empleads pars el diagnSstico de ls
poliomielitis es el cultivo celular. El aislamiento del virus --
se puede hacer en células renales primarias de varias especies -
de monos o en li{neas celulares de orfgen humano ¢ simio. las ——-
lineas celuleres gue se emplean con mayor frecuencia son las si-

guientes:

También se pueden sislar otros enterovirus en estos tipos-

celulares o en ratones recién nscidos (en éstos se aiglan parti-




cularmente los virus Coxsakie A ). (44)

las estras clarificadas y tratsdss con antibibticos se -

inoculan en los tutos de cultivo celular y son revisados 8 dia-—
rio dursnte una semans para detectar lm aparicibén del efecto ——
citopAtico caracter{stico. Los poliovirus, como la mayor parte —
de los enterovirus gue infaectan cflulas de rifidn de mono produ——
cen manifiestie retraccidn celular, redondeaxmiento, aumanto en la
refractividad, citoplasma grenular, picnosis muclear y a veces -
ninchazdn  de las c&lulas seguids de répide 1{sis. Generalmente-
2l efscto citopitice se desarrolla entre 1-& 2fas Zesyufs de 12
e

oculasibn del material infestedo {la aparicibn del ef

rdpide cuands se trarz de un sagundo o tercer pa—

se) 15s cultivos, aparentesente negBtivos, puacden ser sometidos

del virus se r2&liz8 por wmsdio de prus~—
tas de neutraslazacidr, sirviendose de un suerc ecsitsndarizado pa-

rs cada uno de los tres tipds de poliovirus. Para establecer el
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se comparan 1os titulcs de anticusrpos —-

& durante la fass sguda Jde 1a enfermedad ¥

empivada Dara © e poliovirus enterovirus es la
mensionadas antsriormente v 1las lineas celulares son RD y Hep-2c.

A continuscidn se erumeran algunos otros estudios kechos -

a casos de parilisis fl4c:ds encexinados al diagndstico del
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del mgente eticldgico causans

-~ Identificacién de los virus aisladcs mediants la Rateria
de sueros de Menlick.

~ Pruebas con anticuerpos tloguezdcres.

- Aislamiento e identificacidn de los poliovirus en forma-
simultdnea.

- Yso de anticuerpos monsclonales para la difersnciacibdn -
intratipica de las cepas de polisvirus.

-~ Pruebas de hemaglutinacién e irmhidbicién de la hemagluti-
nacién con enterovirus.

Ta uticuldad de las cepas de Sabin, atenussdas, posiarior a
la adopcién generalirada de la inmunicacidn bucal acarrea un pr

blema muy aif!

1 para el diagmistico de laYoratorio hoy en dfe.
Puesto que los marcadores genftices para ls virulencis nd soin --
del todn confiebles, se dedbe racu

cidad en anizales para distingul

cepas vacunales. Bn la préctica
aparece un case paralftico de poliomielatis e

cientemente irmmunizado, 1> gue plantea la resola po
1.10 .- TRATAXIENTO.
Ne existe un tratamiento espec{fico para la poliomielatis.
Los antibibticos no tienen accidn sotre el virus de la poliomis—

litis y se cree que también son ineficaeces las inyecciones de in

munsglotulina humana si se sdministra después del comienze ds la
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enfermedad (43,58).

Pars la forma abortiva de poliomielitis son suficientes --
los sedantes  los analgésicos y una dieta apetitosa y reposo en
cama hasta gque lz temperatura vuelva a 1la normalidsd. Es conve——
mente evitar todo excéso de actividsd fisica durante dcs sema——
nas consecutivas y 3os meses despuds se deterd practicar un deta

1lado examen nouromuscular

Rs}

ara descudbrir pequefios grados de pa~
rdlisis gue pudieran existir {43,58).

Los pacientes con formas no paraliticz y paralftice leve -
pueden tratarse en su domicilio. El tratamiento es sndlogo el de
la forma abortiva, S2 alaviarfn las molestias gue producen la ——
tensifn zuconlar, la rigidez de la nmucs, el tronco y 1las extremi
dades. los anaigdesicos son zAs eficmces si se cozbinan con la —-
aplicacidn directa de calor husedo en forma de mmpxesss celier—
tes gue s2 mantienen loczidzns 32 15 2 30 minutos y 22 aplican s
intervalos de 2-4 horas. ZL empleo del calor seco (en forma ds -
rayos infrarrojose) constituye un mbtod> mds sencillo pero menos

v

eficag paera el alivio del dolor. Algunzs veces los bafos calien—

5

tes son dtiles. EL dolor muscular y el espasmo tueden persistir
durante varias gemanss, hasta en la forma no parslitica exigien—
do &) empleo de compresas calientes y fisioterapie suave. DOs —-
zeses despuds del restatlecimients se practicaré un exaxen dets-—
nids para descubrir posidbles secuslas gue podrian originar pro-
blemas posturales en los afos ventderos (43,58).

B 1la mayorfs de 1os pacientes con la forma paralftica es-
necesaria la hospitaldizacidn. Conviens gue el enferrd se encuen-

tre en una atndsfers guieta y tranguilia. Sz manTendrd iz POSie--=



cién més conveniente para evitar excesivas deformidades esquels
ticas. Medamnte los dispositivos adecuados (calzados eswpeciales,
sacos de Arena, llgeras férulas si es necesario) se obtendrd una
posieciédrn natural, con los pies en dngulo recto, las rodillag li-
geramente flexionadas y las caderas y el raguis en extensidn, -~
Solamente podréd tolerarse sedantes y oridceos, si nd estd amena~
zada la respiracifn, El estrefiimiento eg frecuente y debe eviiar
se la obstruccidn del intestinoe grueso por mAasas Tecales endure~
cidas (43,58).

Cuando existe par&lisisz vesical, un estimulante del para-—-
simpAtico, comd el "urecholine™ puede provocar el vaciamiento en
1% s 30 minutos. Algunos pacientes no responden a ssts medicacidn
y en otros provoca rnfusess, vémitos y oalpitaciones. EL tratamis;
to de la parilisie bulbar consiste esencialmente en mantener eX—
peditas las vias aédreas y evitar el riesgo ée inhalzcién de sali~
va, alimento ¥y terige vomitadas. F1 drenaje por accidn de la ~-
gravedad 4o las secreciones acuxulsadas se favorece teniendo lg —
cabeza dbaja (lo que se consigue elevando los pies de la cama unos
20-25¢ } y adoptando la pos:icién des decdbito prono con la cara -
vuelta 8 un lado (43).

21 mantenimients del egulibrio hiidrico y electrolfitico se -
efectlia mejor por infusidn parenteral ya gue la administracién -~
oral por sonda e ingestidn en los primeros dias provoca véﬁitos -
{43).

BEn ciertos casos es necesario practicar la tragueotomiz en
los‘pgcientes con poliomielitis bulbar, por existir pardlisis de

las cuerdas bucsles con constricci6n de la hipofaringe. También -
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puede ser necesario colocar al paciente en respiradores mecéni—

cos.
1.11 .- PREVENCION Y CONTROL.

Hastm gue en 1554 se disvuso de una vacuna con virus inac—
tivado, las Unizas posibilidades de controlar 1la infecci6ﬁ era -
la inmunizacidn pasiva y 1os medios insspecificos de sanidad pi-
blica. Para interrumpir la transmisifn d2) virus s= aislaba a —-
los enfermos, se cerraban los lugares donde podfian reunirse gru
pos de personas sensibles (por ej. iglesias, cines, piscinas, -——
etc.) y. se rocisba ol 2ire con insecticidas para reducir lia po—
blacidn de moscas y otros insectos sospechogos de transporter al
virus, pero ninguna de éstss medidas resulié eficaz para preve-
nir o detener la marchs de una epidamia (13).

Actualosnte se suentz con 3o0s tipos de vacunas: a) La de
virus inactivo, que se administra por inyeccidn y b) La de virus
atermads, Jue se emplea por via oral (35,352)

El primer acontecimients que abrid el camino para el desa
rrolle de una vacuna gegura fué, en 1543, la demostracidn: por-
John P. Enderé ¥ colaboradores de que los poliovirus crecfan en
cultivos humanos exbrionarios produciendoce un efecto citopdtico
,30,52). ’

caracterfstico {18,

a) Vacura de Virus Inactivo.
Bn 1353 John Sslk demostr¥ gue los tres tipos de poliovi—
rus podfan inactivarse por accién, durante una semana, del for-

mol 1:4,000 s pH 7'y a 37°C, persistiendo la suficiente capaci—
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dad entigénice (20,30,52). Salk demost.d la efectividad de ésia
vacuna sobre 100 voluntarios humanos (6Q).

Ests vecuni se prepars a partir de poiiovirus que se muiti
vlica en tejido renal de wono (20,30,32). Se dispone de ella des
de 1955, a3o en jue se l2 otorgd i1a licencia por el Servicio Bi-
blico de sslud (60).

Cuando se utilica virus purificado, su inactivacidn es ——-
buena vero cuando se emplean preparacionss no purificadas, el
virus puede egregarse y dar una deficiente inactivacién. La in--
comprensién de estos hechos planted, al principio, algunos pro--
blemas serios en la produccidn de la vacuna, de lo gue es un. —-
eje=ple un incidente en que guedd virus infeczioso residual en -
varios de los lotes de vacuna cozercial y provicd méds de 100 ca-
sos de poliomielitis parslitica. Bstos errores se han corregido
y actualmente la vacuna se considers inocua y eficaz.{l3)

Bn los ultimos afies se han estudisdo nuevas técnicas para
mejorar la calidad de las vacunas de virus inactivo, una posibi-
1idad consiste en obien2r una concentracidn de virus muy elevada
purificarla y prep2rar a continaacidn una vacuns subunitaria gue
no contiene Acidc nucléico del virus sino ciertos polipéptidos -
seleccionados que poseen actividad antigénica. Se ha visto jue -
1la inactarvacibn por formol en presencia de 1 M de ¥gClp produce
sucho mends desnaturalizacidn y da lugar 2 un preparado méé ade-
cuado cOmO VAcuna que &L viris inactivado sin MgClpy . Ademés con
1 ¥ de ¥zCl:; puede practicarse la inactivazidn por formol 2 --
509C gon 15 que no :=xiste pérdida de irmunogenicidad, consiguien

doce tamdbién 1a inactivacidn de otros virus gue puzden hallarse-
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presentes en los cultivos de célules de monos en los gque se pro-
pagan los poliovirus. Estos virus tales como el 5Vaig son més re-
sistentes a 1a inactivacidn por formol due los poliovirus pero -
el ¥gCly no 19s protege de la inactivacidn por calor (+3).

Ia vacuna se 8plica mediante una inyeccidn sutcuténeza y se
requieren de 4 inoculacioness pare lograr la inzunizecidn prima-——
ria, las tres primeras se administran en intervalos d= 4 a & se-—
manas y la cuarta se aplica doce meses despuéds (25,42).

la vacunacién primaria produce respuesta de anticuerpos ——
contra los tres serotipos de poliovirus en zés 221 70-G0%€ de --
1los vacunados. las a8sis de refuerzo se aplican en perfodos de 5
afios hasts que 18 parsons tengs 18 afios (25).

La imsunizacidn no impide la infaccidn del tudo digestivo
8 menos de gque los niveles de anticuarpos del suero sean zmuy al-
tos (lo cual no sucede,excepto enun corto perfodo de tiexzpo que-

sigue & la dosis de refuerzo).
Ventajas de la V¥acuns de Virus Inactiveo:

- La inactivacién permite que se use en individu>s con de-
ficiancias inmunolfgicas o dbejo tratemisniocs incunosupresores.

- Ia inactivacidn evate la posibilided de muteciones y la-
aparicidn de virulencia.

- Se evita la presencia ds sgentas adventicios.

- Si se 2dzinistra en las dosis suficientes da una immud
dad satisfactoria.

- Se puede insorporar an los prograsas de inmunizacién -

vedifitrica junto con otras vacunas (42).
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Desventajas de la"Vacuna de Virus Inactivo:

- Problemas légicos de administracién, relativos a la in-—-
‘yecci6n‘> estéril a un gran mimero de personas, en especial a ni-—
fos: ; \

S Mayor costo, tanto por la inyeccién como por las diferen
) tes dosis de la vacuna. » e
i - ko produce inmunidad local (intestinal) en los vacﬁngﬁos.

- Si la inactivacién del virus fracasars podria dar 1uga§r :
8 pardlisis debida a la vacunai . : B : :

- Problemas en la preparacidn debide a la cr‘e}biente‘fesrcacs e

de monos (42).
b) Vacuna con Virus Atemado.

BEn 1951 Coprowski y colaboradores logran "médifﬁér" al --
poliovirus tipo 2, por adaptacién en ratones algodoneros 'y prue -
Yan que el virus modificado no causd efectos colaterales en 20 -
humanss voluntarios y se crea as{ la vacuna atermada de poliovi-
rus tipo 2 (30).

En 1952 Enders, Wellers y Robbins observan gue la virulen-
cia de 1los pcliovirus diszinuye después de pases repstidos en --
células extraneurales (cuitivo embrionario de piel, rifién e in—
testino de humanos) (20,30,32). N

Entre 1955-1957 A.B. Babin logra oreparar cepas aternuadas
de los tres tipos de poliovirus crecidos en cultivos celulares -
de rifién de mono (20,52).
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La vacuna de poliovirus ateruado fué introducida a partir
de 1951 y ha reemplacado gradualmente & la vacuna de Balk en -
Estados Unidos y 1s mayasria del mundo (3). Durante los primes— -
ros A0S casi slempre sSe emplsaron Vasunas monovalentes que in-
corporuban cada serotipd por separado pero en la actualidad se—-
utiliza amplismente la vasuna trivalente (30).

Ia vacunacidn primaria produce anticuerpos contra los tres
serotipos, en mAs del 95%€ de los receptores y estos aniticuerpos
permanecen durante varios a%os igual gue con la vacuna inective-
da. Se recomiendan dosis de reactivacidn para zmantensr concentrg
ciones adecuadas de anticusrpas (3).

s vaoouns

cuna dz Sabin induce

no sola-

1
£135 nd> solazente contra la diseminacién de los virus por la --
corrients sanguinaa sino tambidn coatra la multiplicacidn ds te-
lea virus en el intesiino (21).
Cor las vecunas trivalsntes el programa de vecuracidn esti
puls gue la prazera cosis dedi ST administrade 8 los dos meses
de edad y la se -L;r.i:. ¥ tercera dosis se splica 2n intervalos de

dos meses y 8 1os 13 meses de e3sd se da una cuaria dosis (42).
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Ventajas de la Vacuna de Virus Ateruade:

- P4cil edministracidn.

- No se requiere personsl sspecializado para su administra

- la produccién de snticuerpss 3 rdpida.
- Proporciona inmumidad sérica y socretdria (intestinal).
- Lla inmunidad perdurs tods ls vida.

- B su for

i

3 estabilizads conservae su potencia en condi——
ciomos-diffeilss de campd con poca refrigeracidn y sin congsla—
cidn.

- Bajos costos de produccidn y distraibuc:édn ya que no se -
requieren écsis de refuerzo posteriores.

- Bn casos de epidemiss, no 8815 induce la produccidn rd—
pida de anticuerpos, sino también infecta con prontitud el ubo
digestivo con lo gque se evita la propzgacibdn del virus causante

de la epidexmiz (31,22).
Desventajes de la Vacuna de Virus Atemuado.

- Puede haber mutaciones, gque en algunos casos TAros han -
dado origen 8 neurovirulencia causante de pardlisis en los indi-

viduos vacunados 0 en personas que harn tenido contacto con ellos



- Puede haber interferencis por 2tros enterovirus sue 1i--
miten ls colonizacidn intestinal.

~ .Baté contraindicada en perssnas con enfermedades inmunc-
SUpresor:s y sus contactos familiares, asi como también en perso
naes con tratamientos InTUNOSUPresosras.

- En muchas partes del mundo la vicuna antipoliomilitica -

contimia siendo cultivada en células de rifidn dz mono a vesar de
las claras seAales de alerta proporcionzdas poar los incidentes -
con virus B de Marburg y con el SVap y 21 descubrimiento de —-—

otros virus cripticos de los simios (42).
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2.- Bnfermedades Paraliticas No Pslioviricas.

Antiguamente se consideraba que todo caso de pardlisis ere
praducido por poliovirus, sin embarge, con los afios y el desarrg
1lo de nuevas técnices de aislamiento e identificacién as{ como
el empleo de estudios neurocitolSgicos se han ido descubriendo -
otros entersvirus que también pueden producir parilisis semejan-
te a la gue cau=an los poliovirus (53).

S¢ hs encontrado gue grsnvcantxdad de enterovirus (ECHO,~-
Coxsakie, enteravirus 70 y 71) oroducern parflisis la cual comun—
mente se confunds con poiiomielitis paralitica debido & que, mu~
chas veces las manifestaciones clinicas y los cambios neuropato-
18gicos som muy similares (ver table No. 2). (53)

El enterovirus 71 es bioldgicamente similar al virus Coxsa
kie A. Bste enterovirus fué aislads entre los sfios 60s y 70s. de-
casos esporfdicos de meningitis aséptica y smcefalitis. En 1975,
en Bulgaria, donde la poliomielitis aparentemente hatfa sido ——
erradicade, se repdori&aron varios casos de meningitis aséptica y-
meningeencefalitis as{ como enfermedad paralitice indistinguible
clinicamente dg poiiomielitis la cual era causada por enterovi——
rus Tl. De los 700 casos reporiadoes durante la epidenmia de Bulza
ria 147 (21%) oresentaron parilisis espipal y 24 (30%) de estas
personas murieron. El virus fué aislado de méduls espinml(53).

En 1878 se report$ una epidemia por enterovirus 71 en Hun-

in, en la mayoria de los casos se presentd dismimuciédn neuromg

tora y parédlisis (53).
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TABLA No.2

Enterovirus Stioldgicamente Asccizados Con Enf, Paralitica

GRUPO ' © 71POS
Poliovirus ' 1, 2,3
Coxsakie S “#4,47,49,82,8Y, 81,35

1,244,6,7,5411,16,18,30

STy

#Casos fatales d;ixae se aisld el virus de médula espinal,
Puente: Sabin A.B.} Paralitic Poliomyelitis: Old dogma

and new parspectives, Rev. Infect. Dis., 3(3):543-362,"
(1981). (53) : L :
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En BPulgeria y Hungr{s la pardlisis paor enterovirus 71 ocu-
rre principalmente en nifios y edultes jévenes (53).

El enterovirus 70 (virus de la conjuntivitis hemorrdgica -
aguda) aparece recientemente, y en 1375 se encuentra distribuide
en Asia, Africa, Buropa y Oceania, pers no se encuentra en el —
razisferio norte. Hacia 1330 es =islado en California provenien-
te del Sudeste de Asia, produciends conjuntivitis hemorrdgica —
(3.

Dismipucidn motors y enfermeiad paralitica asosizds con el
entercvirus 7O ha side errdusamente descrita como polirradiculo-
neuritis. Aungue no exister reportes de casos fat’les par enterg
virus 70 ze han hecho £studios con moncs insculedos con este Vi-
rus y han ex-hib'-.do lesiones tipicas de poliozielitis en méduls -
eapinal {53,58}.

las enferzadzdes paralitices  que més frecusntemsnte se —-
diagmsstican, errdnezmante, como policmielitis paralf:1ca se en-
listan en ls tabla No.o 3.
es el gue xds frecuentezente

poliecmielitis pearalitica por lo-
que en los dltimos 8%0s se han reglamentado 10s sigpos ¥ sintom—
a

iferencial de este sindrozme ¥

1férica comsecutiva a irysceidn tdxice (plo

18 ets.) o herpes zoster paralitico cranesl asi cg



TABLA Nol3

Bnfermadades paralfticas que son,'erréneanenxé, disgnosticadas

como paliomielitis.

1.~ S{ndrome de Guillamin-Barréd (Polirradiculoneuritis).
2.~ Neuropati{as mucleares o citopldsmicas ns inflamatorias
3.~ Mielitis postinfecciosa. ' '
4.~ Mielitis transversa.

5.~ Polineuritis postdifiérics. .

6.~ Neuritis periférice postinyecciomal téxieca.

7.~ Encefalomielitis de etiologi{a variagda.

8.~ Meningitis tudberculosa.

G.~ Neursopatia di1abitica.

13.~Rabia y tétanos {confundidas con polio bulbar)
1l.-Paresis con 1{quido cerebrosspinal normal y répide ¥

completa recuperacién. . . -

Bsts informacidn 2s5tA basada ‘en estudios postmorten en  ——

MExico (1362~1953) y sobre un andlaisis de 3I7.casos adjecuadasn

documentados y reportados comd poliomislitis en Brasil despu
de la vasun3tibn masiva ae 18 =zillones 4o nifios dentro de los 5-
afios de 23ad em jumio y sgssto d'e‘1950 (53,53).
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La encefslitis, rabia y téiancs pueden ser confundidas con
poliomielitis buidbar (43).

la pseudonardlisis causada por divarsas condiciones bvambién
puade, en determinados momentos, ser canfundidas con roliomieli—
tis. As{ tenemos que un trauma no reconocidd 8 partir de contu——
cianes, torceduras, fracturas y separaciones epificigrias con dé
lor y deficiencia en el movimiento de extremidades vuede ser ra-
forido a2l hespital con diagnlstico de psliomielitis sin embargo
un exsmen subaacuents pusde mostrar osteomielitis, fiebre reumé-~
tica aguda, triquindsis o sifilis congénita que puede ser 1a ——
causa verdadera de la parflisis (43,58).

Li sinovitis nn especifica tSxica srigina una opgers unila
teral, ‘lms localitaciones mds frecuentes son en la cadera ¥y 1la -~
rodilla ¥ puede harar fiebre bajs durente alguncs dfas (43).

Debide & 13 Iron cantidad de enlermedades que pueden mani-
festar pardlisis y ser confundidas oon paliomielidis se han de-——
termirnde una gerie de signds ¥y sintomas, asi como pruedss o es
tudias d2 1absratoric que nas pusden 3ar un diasndstico diferen~

cinl entre estas enfermeds

¥ 1s mielitis. El alslaxiento
i

del agente causal, as!{ ccmo los 2stu urocitoldgicos nos dag

TAn la etiolagfa real de una enfserwedad paralisica. Bn ls tabla
No.4 ze rezsuven une sarie de signes Slimiedss no compatibles can

&
un diagndstico definitive de poliomielitis (53).

- 50 =



TABLA No.4

Signos Clinicos Indicativos de Bnfermedad Paralftica no Poli§

1.~ Leucocitos en LCR % 10/mm3 dentro ds 'los 7 :d;.{'a's: des ”
pués del comienzo de la pardlisis. "

2.~ Bajas concentraciones de glucosa (menor a 40 mg/;OO ml)

3.- Marcada disminucidn o pérdida de la sensacién.

4.- Disturbios persistentes al orinar.

5.- Somnoliencia, gdesorientacidn o cozs.

6.~ Reflejos normales o exagerados.

7.~ Ausencia de fisbre a2l inicio de la parélisis,,

8.~ Ausencias de rigidez muco-sspinal al inicio de 1é.psx‘é—
lisis. )

S.- Recuperucién completa desde unsa extensa p&x-élisis en -
dos a cuatro semanas.

10.~ Completa recuperacién de una paresis o pardlisis den—
tro de 7 2 10 dfas.

11.- Progresién de pardlisis de otras partes del cuerpo -
después de una semana, seguida a la primera 2paricién

de pardlisis.

Puente: Sabin A.B. : Paralytic Poliomyelitis: 0ld dogms and new-
perspectives, Rev. I fect. Dis., 3(3):543-564 (1981).(53)
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3.~ EL Sindrome de Guillain—Barré (SGB)..
3.1.- Higtoria.

El Si{ndrome de Guillain-Barré fué descrito inicialmente —
por Laudry en 1857 {37,49) como uns pardlisis ascendente de pre-
dominio motor con deficiencia respiratoria y muerte. BEn 1832, —-
William Oster notd cierta asociacidn, en uno de sus pacientes, -
con enfermedad febril y el posterior desrrollo de displejia fa—
facial y debilidad arrefléxica de miemdros (40).

En 1316 Guillain-Barré y Strohl refierem un cusdro benigno
y sdaden la observaciin de alteracionzs caracteristicas en Li-—-
guido cefalorraquides (LOR}) 3e d:isaciacién albimino-citoldgica -
(29). ) .
» Bl SGB es una polirradiculoneurcpatis aguda deswielinizan-
te(40,57).

Bs una candicidn clinica savera caracterizada por dismimi-
cibdn motora y pardlisis neural. Tiene suficiéntes caracteristices
que justifican su clasificacidn dentro de las principalss infec-

ciones polineurfzicas (48).
3.2.~ Btiologfa.
Rl Sf{ndrome de Guillaipw-Barré se conaidara comd un padeci-

miento deretlologia desconocida ya Jue, hasts la fecha, no se ha

encontrado un egente causal aspecifico (40,41,57).
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Bs una enfermedad compleja relacicnada frecusntemente a in
fecciones inzspeci{ficas y en 1a mayorfa d2 los casos de tipo vi-
ral y bacteriano que sa presenta después de un perfods de dims o
semanas (41).

S+ nha sncontrado que, aproximadamsnte el 60% de los casos,
de BGB astdn asociados con sindromes virsles, sobretodo los que
afectan el trscto respiratoric y en menor proporcidn los del —-
tracto gastrointesiinal (40).

Bl SGB se ha asociado a diversos agentes infecciosos entre
los yue tenemcs los siguientes:

Citomzegalovirus, Virus de Epstein-Barr, Micovlasma pneumo-
nige, virus de ls influenza A y B , virus Coxsakie 42,5,5,3 vi—-
rugs ECHO 6,11 ¥ 22, hepatitis B y hepstitis no Ay uo B (4,50,—
43,51,53).

Otras enfermedades que han sido msociadas ccn el SGS son -
la fiebre tifoides, fietre escarlatina, mononucledssis infecciose
e 1ncluso se han reporisdo casos de 552 precedidos de enteritis

Jejuni (27,51

por Camnilobacter

Se han shservado complicaciones incluso después de la apli

cacién de ls antitoxina tetdnica y varias vacunss, incluyendo vi

ruela y poliszielatis (57).

Se considera que la etiopatcgenaa del SBG estd mediada por
mecan:ismwos immunolSgicos, ademds se ha reconocido la presencia -
de anticuercos contra ant{genss del rervio y factores séricos -

desmizlimizénies (1,3,54).
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3.3.~ Signos Clfnicos.

El cuadro clinico es variable y puede consistir en pardli-
ais bilateral ascendente aguda, alteraciones senseriales y moto-
ras o una combinacidn de signos y sfntomas referidos 8 1los ner—
vios craneales y periféricos. Hay dolor muscular ¥ los reflejos
de los tendones se abAten o decrecen en gran medida, los refle—-
jos cutdneos se mantienen generslmente. Ia confusidén sersorial -
es variable pero en nifios esto no es prominente. Pueden ocurrir
calambras dolorescs y parestesias. Normalmente el desarrollo de
la parflis=is tiende a ser sizétrica y ascendente, se Ven invo--
lucrados 1os misculos abdominales y torfciccs. Wo necesariazente
deben estar afectedas las 4 extrez:dzdea. No es comin que estén
igvslucrados los nervies craneales, excepto por los nervios fa—
ciales, en cuyo caso puede ser tilaseral. Como regla se produce
atrofisa muscular y generalmente la recuperacidn 25 completa, ——
gobretodo en nifios. Los casos fatales son poco comunes pero pue—
den oscurrir como resultado de la parélisis respiratoris (41,43,-
57).

Bo un estudio hecho por Haynakar y Kernohan donds estudia-
ron 50 caszos fatales dz2 SGB no encontraron cambiog primarios dg
finitivos en 1la médula espinal, tallo ceredral o cerebro. Sin ——
enbarso el sistema nervioso periférico siempre estuvo afectado -
(44).

Bl 1fquids caerebroespinal en la rase azuda Sussirs vprotei-
nas elevadas y un bajo contemxdo de cflulms, la llamade disocia-

cidn slbuzinocitoldgica {2,41,49,57).



2erdinal dz 1z lesidn el

zac:dn segmenizria, asocimda fra-
“cuantemente con infiltracidn perivasoular de cflulas inflazato--
rias {48,57).

iran o considerablemente involucradas las rifces -

d2 los nervios craneales y 1as rafces ventrales a lo largd del -
eje egpinal. S2 han reportads lesiones viscerales consistantes
on necrosic focal con infiltracidn de células redondas en =21 hi-
gade, rifidn y gldndulas suprarrenales (57).

Otros cambios jue s2 mAanifiestan 3 nivel d2l sistema nar--
vioso periférico son sdema y proliferacidn de oélulas de Schwan-.
(42).

3.5.- Criterics de Diagndstico. -

Ios criterios. de diagndstico para el SG3 del Comite Ad. —-
Hoe, incluyen:

a.- Pusde estar presente una infeccidn inespecifica zre—-
via a la parﬂlis:}s, incluyendo infeccionss como difteria o her—-
pes zoster. )

b.- Datos miltiples 5 difusos d2 pardlisis de neurona motg
ra inferior con inlcio Tépido o gredual de afeccidn simétrica ——
ascendente y arrsfléxica.

c.- Puede haber afecoidn da 1z semsibilidad perc nabitual-

mente. es menor jue ia motora .
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3.6.~ Incidencia y Suceptibilidad.

La incidencia srxmal d2l SGB varfs de ©.05 a 1.3% cascs por
130,”00 gu2 es samelante en todo ¢l munde y no ha wvariade musho
en las Sltimas dbcadas (56).

Ia incidencia de la enfermedad en nifios zparentemenie se -
ha ido incrementands paulatinamente. Se sugiere una 2lis susceDd-
tinilidai antre los £-10 a3cs pero la enfermedad pusde HouUrrir -

e

Auniue z28n maturel  d: 13z enfermedsd :n la mAyO—-
rfa de¢ los pacizantes es favorabls y se recuperan satisfactoria--
ments hay unz fasa d= morialiisd d2 3-5%, un 10 = 20 % requiere
de ventilacidn ce con sscuelas (15)°

3.7.- Tratamisnio. ;

las medidas generales ds2 =2poyo constutuyen el elemenio ,—
Trincipsl pars estos pacientss. Es nmecesario mantener una adscuz

da funcidn cardicrresgiratoria vigilar y prevenir lss posibles

b

complicecisnes. La insuficisnczia respirazaria es la mds frecuen—
te y grave, llegando en ocasiones & requerir respiracidn asisti
ds {15).

) Depide 3 las evidancias que 1mplxcan unsa paiogenssis Iru-
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dos dltiwos se han usad> esparddicamente con las desventajas de
efectos secundarios frecuentes {43,57).
El uso de estersides no ha mostrado gran utilidad y s2 ha

notado jue puaden :ngar el tiempo de recuneraciédn (43).

Actualmente las dos modalidades terapéuticas especificas,-
que han mostrado un beneficio real en pacientes c¢on 533 son la -
plasmaféresis y la administracién de gammaglobulina intravenosa
lo cual se 1ded en base a lms 2videncias d2 una probable etislo-
gia autoimmune (7,15,38).

Desde el primer informe de éxito en el uso de plasmarére—
s1s en pacientes con S5G3 en 1373, se han publicado miltiples ar-
t{culos tanto de series peguedas sin controles coms 25tuiios ———
prospectivos milticéntricos controlados, come 2l grupo colabora-
tivo francés gue :ncluye 220 pacientes y el grupo americanc jue
incluye 245 y embos hablan a favor del uso de plasmaféresis en -
pacientes graves y dentro de las dos prima2ras semanas d2 evolu~—

cién. Los beneficios jue se logran con sste tratamiento son los

siguientes: dismircidn en mortalidad, 2n el tiempo de hospi-
talizaciém,de recuperacidn y de necasidad de ventilacidn (7,24,~
28,33,50).
Cas: todas las publicaciones sobre el uso de plasmaféresis
£

en el SG2 mensionan los pacientes, en relacidn con —~

los controles ¥y s5l> algunss refieren rscaidas o curso fluctuan—
e

ratamiento (7,24,28}.

o
@
v
o

Te gue responden a un s

M4s recientazents jo el uso de gammaglobulina IV
¥ s& nan otservads ={:21:3 favoradles an el curso de la enferme-
dai. Las 35s:s recorendadas van de 0.4g/kg/dfa durante 5.dias a.

1 g/kg/dla dursnte dos afas (15,36).
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4.- Dimgnéstico Diferencial Entre SGB y Poliomielitis.

Bn el SGB por lo general 1la fiebre, la cefalalgia y les -
signos meningeos son mensres que en la poliosmielitis. En el ICR
puede existir uns pleocitdzis en la prizsra serana pero 2an todo
caso es pasajera y luego el nimero de cflulas se hace normal. Al
principio el contenids protéico es normal o poco elevadd PEro -—-
progresivamente va aumentando alcsanzands cifras muy tas del -
orden de d0s gramos o més por 100 =1 que persiste durente varios
meses ¥ que junto con la normalizacidn precoz de las células —w

constituye un dato de gran valor dissmdstico (2).

Bn la poliomielitis la pleocitésis es o te v mds per—
sistente, siendo escaso (no superior s 300 mg/dl) el aumento del
contemado protéizc on LCR (2).

Es caracter{stica, en el SGB, ls distribucibn simétrica de
la pardlisis. Las alteracionea sensitivas 0 los signos piramida-
les o ambos a la ves son frecuentes e2n el 5GB pers nd en la po-—
liomielitis (43).

Al inicio de la parélisis por poliovirus se presenta la --
llamads rigidez nuco-espinal y fiedre.

En 1la tadla No.5 se muestran las principales diferencias -

entre el BGB y la poliom:elitis.
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TABLA No. §

Diferencias Bntre el SGB y la Poliomielitis

S6B ; Poliomielitis

l.- Etiologfa Dasconocida - Poliovirus 1, 2, 3.

2.~ Patologfa - Desmielinizacidn Afeccién de las células
segmentaria d2°--"ds las astas anteriores
_mervios periféri - de 1a médula espiral.
cos. g - g .

3.- Perilisis Plécida simétrice. PFlAcida asimétrica

4.- Disocimcién
albiminocitoldgica - - + -

5.~ Afeccibn de 1=

sensibilidad. * -
6.- Rigidez nuco-
espinal. - : . +

Puerte: Diverzss (29,40,41,53).
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IV.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Para el aislamiento de polisvirus/enterovirus se ha utili-
zado, come métods de rutina en el Iaboratorio de Virologia del ~
I.N.D.R.E., el cultivo de una suspensidn clarificada de heces ~-
fecales en las lineas celulares RD y Hep-2¢, pero se ha visty -~-
Que dicha matodologis no logra aislar al virus en la totalidad -
de las muestras tradajadas, dar 1o gue entrs los Wltimds meses -~
de 1353 y primcipios de 1939 se seleccionaron muesiras qus por -
2l método de rutina (CD) hadian sido nesgrtivas {pero Jue proce~-
dfan de casss olfmicos son parilisis) pars ser trabajadas nuevo~
mente pero ahora por el método de concentracidn  con sus dos va-
riantes: TAc y CDe.

Este método alternstivo pos ofrete mayor senaibilidad jue- -
el método de rutins ya que nos percite aislar &1 virus sungue —
éste se encuentre en cant:idades ouy peguedias o " mmascarsdo® por
diferentes subatandias y esto nos permite eliminer los posidbles

falsas negatives dados por CD.

- 60 -



0B JETIVOS



V.--0 2J ETI.VOS

1.- Aislar, por el métodc de concentracidn 4cida, el virus
causante de pardlisis fldcida en nifios de los cuales -
no se pudo aislar per el métods ds cultivo directo y -

‘cuyo diagndstico clinico es poliomielitis y SGB.
2.~ Identifizar el virus aislado.
3.- Evaluar la eficiencia del método de concentracidn y su

utilidad para eliminar falsos regativos dados por-el —

=nétodo de cultivo directo.
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VI.- MATERIALES Y METODOS.
~1.- MATERIAL BIOLOGICO.

a) 38 muestras de heces fecales provenientes de nifios con-
pardlisis fl4cida, las cuales fueron trsbajasdas con anterioridsd
para el amislamiento de polilovirus/enterovirus, dando resultados
negativos. Estas musstras fueron conservadas a -T09C en el Laba
ratorio de Virologia del I.N.D.R.E nasta el momento d2 su proce-
samiento.

b) 3 muestras de hecas fecales de las cuales se habia ais-
lado polisvirus previamente por €D y s2 consideraron ¢omd conmtro
las posizivos.

c) Tubcs con monocapa de célulias de la lipea BD.

d) Tubos con monacapa de células de la linea Hep-2c.

2) Suspensidn celular RD y Hep-2c (100-200,000 células por
mililitro).

) Antisueros antipolio (contra serotipos 1,2,3).

2.~ MATERIAL D3 LASQRATORIO.

Paras la realicacin de este trabajo todo el :nat'eria.l'dg vi
drierfa-y las sustanciss s utilizar fueron sometidas a condicio-
nes de coxplsta asterilidad. 3

n

a} Tubos pare ce

trifuga, cdénicos, de poiipropileno de 15— .

=1 e3n Tapfiz Sastar 1215¢.,

b) Tubos para de policarbonato'de 12 ml con a2




sidn.

230 m:

pozos

Mod.

Tubos para ultracentrifuga con tapdn de aluminio a pre-

~

<

d) Tubos de vidrio con tapén de rosca de 10 a 15 ml

e) Biales de pléstico con tapbn de rosca de 2 ml *Costar’.
f) Pipetas de 1,2,5 y 10 ml.

g) ¥icropipetas de 0.05, 0.02 y 5.01 m) ‘Bpendorf 4710C*.
) Puntillas para micropipetas con rango de volumen de 1 &
icrolitros, ‘America T00730¢.

i) Microplacas para microneutralizacién (titulscidn) de 96
de fondo cémico, *Costar 35G6°'.

i) Matraces aforados de 100,500 y 1000 =1.

X) Matraces Srieszeyer de 100 § 500 ml.

1) Gradillas inclinadas para wb&a de cultivo.

=) Bultos de sesuridad de tres pasos.

n) Abatelenguas

3) Prascos Azbsr de diferentes tamados.
3.— APARATOS.

a) Cezpans ds flujs lazinar vertical ‘Canmadian Cabipets' -
-22a-25.
b} Centrifuga rafr:gerada *Dazon-ISC, CO DPR 5000
2) Uizracantrifuga refrigersds *Dsoon ISC DER 10,000'.
d) Ultracentrifuga refrigerada *Beckman 32124, .
e) Incubadora de COp (359C) *'Porpa Scientific' ¥od. 31'53.
f) Incubadors s 333C *Theloo' Mod. SM.

s

&) Refrigasradors
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Low' Mod. ULT-113% BLT.

n) Ra:rigeradsr a 430 ‘'Rsecsa‘.

1) Balanma analliics.

3) Bquips d2 filtrecidn *Milipore* de 250 ml con filtro de
€.2 um. .

k) Bomba de vacfs *Gelman® Mod. 13152.

1)} Ag:iador mecdnico para tubos 'lLab-line Instrusents® Mod.
1230, ) )

m) Autoclava.
4,~ SQLUCIONES Y RBACTIVOS.

a) Solucidn salins balanceada (SSB) de Hanks.

b) Mezcla de sniibiSticos: Penicilina(1000 u), Bstrepiomi-

cina 1000 Ugm, Neozicina (500Usm) y 10 Ugz 3e fungizone.

) ¥2di1s =inizs de mantemamiento de Bagles (¥=M), *DIBCO'.
d) ecimiento de Bagles *DIBIO'.

e)
£)

£licina/HCL, pH 2.2

Nota: Ver composiciln y preparacifén en el apéndice.
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- METODOTOSGIA.

Se trabajd con un total de 46 muestras de heces fecales de

1as cuales & {controles) fuzron suestrss cuyos resultaios ante——
riorss habfan sido positivos para =1 aislamiento de poliovirus -

o alzin otro enterovirus, 15 provenian de nifss con pardlisis —-

\

£18cida y diagndstics clinzco de SG2 y las 23 res zes d2 pa———
cientes con diagndstico clinico de poliomielitis; de estos 35 cg
so8 no se harfe podido aislar el virus caussante de la pardlisis
utilicando el mévtode de rutina de CD para poliovirus/enterovirus

sagurda normalmsnts en 21 leberatorio de Virologfs del I.N.D.R.E

Tanto las puestras con anterioras negativog ———

seguides fueron 1los siguien

como les contrsles positives ss irabajaron bajldo las mismas coo——
diciopes de consentracidn; los pascs

te

I.- Suspensifn y Clarificado.

a8) Se prepard uns suspensidn sl 20€ (2/V) en SSB de Harics-
fria, adicionando 2 gremos de heces fecales & 10 nl de G8B en —
tubos cdnico de tropilens da 15 =1.

b) Se agi:é el Tuds hasta dhiener uuna axspensién homogénea.

¢) Se cenmtrifugd s 3,000 rox durante 20 mimutos en centri-
fags refrigerads (5~10°C

3) E£i sobreradsnte se transfirié a tubos de policarbonato -
de 10 21 y se centrifugd durante 30* a 10,000 rpm en centrif‘ﬁga
refrigerada {3-10°C).
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e) Se adicionaron 0.2 ml de meszla de antibidcicos.

f) Las suspensionss clarificadis g2 zlnscenarsh 2n tubds ~
de vidrio con tapdn de rosca a ~209C hasia conti--

nuar con su tratamients.
I11.~ Concentracidn por Uitracsentrifugacién.

a) Las suspensionss clarificadas se descongelaron y se .-
transfirieron a tubos especiales paras ultracentrifuga.

b) Se centrifugaron a 34,000 rpm (153,000 g)durante dos —-
horas en ultracentrifuga refrigsrada a 50C.

d) Se resuspendisrin 13s botonas en £ ml de MEM.

e} Se separarcn 2 ml de susocensidn clarificada y concenirg
da y se guardaron a -20°C para su posterior inoculacidn enm los -
cultivos celulares {cultivo direato cornzentrads, Cn).

' f) lLos dos ml rastantes de suspensidn concentrada se some-
tieron & un tratasmients 4sido.

IXY.~ Tratamiento Acido.

a) A 2 mililisros de los concepirados por ultracentrifu-
gacidn se les adiciond 1.2 ml de buffer &e glicina/HCL, pH 2.4 -
¥, en los casos necesarios, se ajustd o1 pH con HC1 0.5 N,

b) Se incubaren pOr 3 hores a temperstura ambiente.

¢) Se les adicion$ 5.8 ml de sacarosa al 30% y se resjustd
el pH a 2.4. B ,
d) Se centrifugd s 34,000 rpm durante 2 horas en ultracen

{rifuga refrigersda a 55¢C.
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é) Los botones obrenidos se rasuspendieron en 2 ml de MEM
¥ se ajusid el gH'a 7 con NaOH 0.5 M.
) Estos concentrados ( tratamiento &cido concentrado, TAz)

g2 guardaron en tubes de vidrio con tapdn de rosca a -209C para
posterior inoculacidn en los cultivos celulares. Ver diagra-

ma No.d.
IV.- Aislamianto del Virus.

a) Pam 2l aislamiento del virus se emplearon dos li{peas -
celulares de orfigen humarno, RD y Hep-2¢ y para cada muestrs s -
utilizaron dcs tubos de =ada linea celulsr.

b) Los tubos & inocular se obtservaron previacmente en mi——
croscopio invertido pare asegurarse de que las céluias esiuvie—-
ran snp tuen estado y s les cagh:d el medic ds crecimients por -
.por medic de mantenizmienta.

¢) Cada tubo sa inssuls con 0.2 ml de muestra. .

4} Los tubos, 7a inoculados, €2 incubaron 8 35°C (los  ——-
Her—2¢ en atmfsfera de CO2 pars evaitar una alcalimizesidn exce-
y se observaren & diavis durante 7 dfas.

Y AL mismo tiemps se incubaron y observaron, coTd testi-

{nea celular. Esas &flu-

o
o
M
ot
]
™
I
i
1]
£
i
£
i
[ed
vy
L,
n

gas, variss tub 1
las dederdian ntener una apariencia pormel durante tode el pe~
rfode de incubacidsn para que el sislariento se considersra vAli-

£) Las parsjas de tulos que mostraban un efecto citopdtico
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de 3+ a 4+ en 2l transcurso de los dias de observaciln, se jﬁn—
taron en un s8lo tubo y se congelzrdn a -20°C para realizar pa=-
seg pasteriores.

g) Los tubos que sufrian degensraciédn durante el perfcdo -
de incubacifn y los que se mantenfan negativos durante tods el
perfodo (7 df=2s) s= -ongelaban y dascongelaban para reslizar pa-
ses subsecusntes.

h) Los pases posteriores se realizaron inoculando tubos --

1
C.23 @l de la sudstancia -

ar sdnt

frescos de la misma ifinea celn
del pase original o bién 3el pase anteriosr inmediato. .
i) Los vases posteriores se incubaron y observaron de igual
forma que las miestras originales y s: no habdia un efecto cito--~
phtico elarc en un segunds o0 tercer pase la muestra se considerd
como negativa.
J) 8510 se rezlizaron pases extras (40,30 § 69) en agquellas

ruestras positivas pero con titulos de virus muy bajos.

V.- Identif:zacidn del Virus.

(Técnice de microneutralizacién en dlaca)

a) Se distrituyeron 0.05 ml de 1las mezclas de antisueros -
de tipificacidn en las cavidades de una microplaca empleando 4 -
cavidades para ceada muestra, las mezcles de antisueros fuersn —-
las siguientes:

~Poliovirus 1 y 2

~Poliovirus 1 y 3

- 59 -



-Poliovirus 2 y 3

-Poliovirus 1,2 y 3

Cada antisuerc se encontraba en la mezcla en una concentra
c1dn final de 20 unidades de anticuerpos neutralizantes por cada
Q.05 ml. .

Los antisueros se inactivaron a 560C por 30° Artes de pre-
parar las mezclas.

b) Se reamlizaron diluciones serisdas (desde 10~1 a 10-4) -
de los virus aislados.

c¢) Se agregaron 0.05 ml del aislado del virus diluido & ——
10~1 a dos de las cavidades de cada mezcla de antisueros anti-——
polio y 0.05 ml del aislado diluido a 10-2 a las otras dos cavi-
dedes de las mezclas (ver fig. No.2).

Se empled como d:iluyente medio de crecimiento de easgles.

3a) Se prepard una retrotitulacibén de ia d:ilucibdn del virus
expleada para ls :dentificacién (punts c), es decir, se realiza
ror dilucionss seriadas en tubo (punto ») y se agregaron 0.05 -
@l de cada dilueidén = cada una de las 4 cav:idades dedicadas a ca
da muestra ¢n una misrcplaca, a dichas cavidades se les agregd -
previaxzente 0.05 ml de M¥EM como diluyente { ver fig. No.3 ).

A cada muestra se le dedicd 4 cavidades en lz microplaca -
para cada una de sus custro diluciones.

e) las placas de 1identificacibdn y retrotitulacidn se in--
cubaro s.35°c. durante 2 horas en incudadora de £Op.

£) Después d=21 perfodo de incubecidn 8 ceda una d= las ca-

vidades se les agregd 0.1 ml de suspensidn celular (RD & Hep-2¢
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dependiendd de ls l{rea celular en que se hayz aislads 21 virus
de cads muestra).Dicha suspensién contenfa de 100,000 a 202,000
células por mililitrc en medio de crecimiesnto de Bagles.

g) Tambifn se prepararon de 6 a 8 cavidades en cada placa
para gue sirvieran coma testigos celulares, para ésto se agrega-
ron 0.1 =1 de suspensibdn celular a 0.1 ml de medio de crecimien
to en cada cavidad.

h) Las placas

insubaron a 359C en incubsdoras de CO2 du-
rante 7 dfas.

i) Las placas se exaxminaron diariamente en microscopio in——
vertide para determinar si se producfa efecto citopitico..
la retrotitulacifn del virus y los testigos celularss también se:

okservaron & diario.
VI,- Interpretacidn (Ver tablavﬂo.s). :

a) La susencia deun efecto citopdtico indica que la mezcla
de antisueros ha neutralizado al virus. El antisuerc comin & las
mezclas gue causan nsutralizecidn indica el tipo de virus aisla-
do.

b) I& presencia de efecto citopAtico en todas las mezclas
indica que el virus sislado s un enterovirus "no polio”.

c) Los contrsles celulsres deberén permanecer sin ningun -
efecto durante todo el perfodo de observacién para gue la prueba

se pueda dar como vélida.
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TABLA No. &
INTERPRETACION DE LA PRUEBA DE MICRONEUTRALIZACION EN <«
PLACA PARA LA IDENTIPICACION BEL VIRUS AISLADO.

=
MEZCLAS DE ANTISUEROS VIRUS AISLADO
1+2 1+3 2+ 3 1+2+3
- - - POLIO 3
+ - - POLIO 2
- + - POLIC 1
: FY - - POLIO 2 Y 3
&
T + - + - POLIO 1 ¥ 3
o - + + - POLIO 1 Y 2
P
A + + A - POLIO %,2 Y 3
T
1 A * - * K0 ®LIO
c
6 - - - - «NO POLIO

#5515 cuando la retrotitulacidn garantice.ls presencia

del virus en t{tules adecuszdos.
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VII.- RESULTADOS.

En la tabla No.7 se muestran los diagndsticos clinicos da
cada una de 1lu9s muestras trabajrdas as{ como los resultados obte
nidos por el método cldésico de cultivo directo (CD) y los resul-
tades abtemides por el mitodo de concentracidn-eon sus dos vari-
antes: cultivo directo concentrado (CDz) y tratamieato dcido con

cemtrade (TAc).

El ndmero de aislamientos hechos por el método de concen—
tracién Acids (Tac) fuf de 9§ casos, que representan un 23.63%¢ —

del total de casos trabajados, n tomar. en cuenta los & contro-

les pemitaivoa, £ Je estes 3 casds Corresponsn & pacientes con —

diagnSstico clinice de SG3 y I a pacientes con.diasgndstico de -
)

concantrado (CDe) se obtuvieron un

total de 5 axslamientcs (13.1%) de los cuales 3 fueron pacientes
con &iagndstico ciimics de SG3 y 2 eon diagnéstico de poliomieli
tis (tadla

Er la tadla No. & se resumen los pases y la lines czlular
en aque se axslaron asjuellos casos que fuercn positivos por el ~--
mitodo de consentrecidn  enm sus dos variantes (TAc y €De).

Del total de aislaxientss hechos por £De, 3 se lograrcn —
al1slar en primsr pase (sungue con tiv s ouy bsjos) y el resto
en tercer ¥ cuarto pase. De las muesiras aisladas por TAC & se -

aislaron en primer pase y las demds (5) s41c hasta un segundo,

terceros & cuarto oase.
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TAaBLA Mo 7

OIAGNOSTICO CLINICO DE LOS CASOS ESTUDIADOS .Y RESULTADOS OBYENIZOS POR
“. BL WMETODO CLASICO (CD} Y POR EL METODO DE CONCENTRACION.

A H S L A M 1 E N T 0 §

s METODRO CLASICO METO00Q DE CONCENTRACION

‘Oky CLINIEO | No. MUESTRAS
SNSRI Cle¢ TAag
FOSIT1V05
NEGATIVOS |( . nernlagi |NEGATIVOS |POSITIVOS [NEGATIVOS | POSITIVOS
568 Vs 13 z i3 s 7 3
POLIG : 3 25 3 2 3 22 9
TOTAL - VS 38 8 I FA T RSN Shir RN SR} I

T+ INCLUYE-LOS & LONTROLES POSITIVOS




TABLA No.B

PRECUENCIA DE AISLAMISNTOS HECHOS POR
EL METODO DE CONCENTRACION.

563 POLIONIELITIS TOTAL
CAS0S NEGATIVO]
POR EL ¥EST0D0 13 25 k-
CLASICO (CD).

g | ATSLAMIENTOS

3 | HECHOS POR 3(7.39%0  2(5.25%) 5(13.1%)

2

= hS

s

2

&

o

w | ATSLAKIENTOS

§ | HECHOS TOR cCaTEK 37.3) 19(23.63%)

'-Z-' TAc

+TOTAL DE MUESTRAS 3IN TONAR EN CUENTA IOS 38
CONTROLES POSITIVOS.

-1
-3




En 1a tabla No. 9 se marcan tanto los pases en que se lo-
grd aislar el virus por primera ves {(2fecto citopidtico 2+ a 3+ )
comd los pases sucesivos que se tuvieron que hecer para sumentar
los t{tuloss del virus. Ep la mayoria ds 1os casos se hicieron de
3 a 6 pases extras psra obtener titulos buenos que nos permitie-
ran montar la identificacidn de dichos agentes.

La tabla 13 corresponds & 1bs resuliades obtenidos en la -
1dentificacisn d» los agentes virales aislados por el método de
concentracifn 4cida.

De los 3 arslamisntos hechos por el método de concentracibn
dcida, & resultaren ser enteravirus "no polis" y las tres reatén
tes poliovirus tipo 3.

la retrotitulssiln de cada una ds 1as muestras nos confir-
o8 que en todas ellas se ampled un= cantidad d2 DICTsQ que estéd
entre 32 y 120, que se considera una cantidéad de viras adecusda-

psra la :dentificaciln segmic lo memsionas ls Guia de Precadizien-

tos pars el Aislzmiento, la Identificacidn y la Seralsgfa de los
Poliovirus/enterovirus, publicada por la OPS y la OM3 (43).
Pinalmente, 2n las tablas 11 y 12 se resumen los gasss, -
las lineas celulares y los dissnSsticos climcos d2 los agentes
virales aislados por cada una de las 30s variantes 3Jel método de

concentracidn,



TASLA ¥o.3

i

5t 5T
By
ATEEMET

CAS0S POSITIVOS POR EL METODO DE CONCENTRACION COIBIDIRANDO
EL PASE Y LA LINEA CELULAR EN QUE SZ AISLARON.

CULTIVC DIRECTC CONC.

TRATAMIENTO ACIDO CONC.

( Cbe ) { Tae )
CELULAR PASE PASE
1 2 3 2 5 & 1 2 3 4 35 6
27255 P.D - -— - R - +*+
Usp PO AR
27481 oy it
Hep o
= T -
27708 Hep -—---‘—————‘7 " “ ,¢
RD e
23309 R
Hep
RD
23740
Hep PO e g
10223 RD PO ++ e+
Hap P -~ et -r+
055 * T
Hep
030-Hz{ XD had
Hep
RD
094-5H3




TABLA No.10

IDENTIPICACION DE LOS AGENTES VIRALES AISLADOS POR EL METODO

DE CONCENTRACION ACIDA.

ANTISUEROS

> RETROTITULACION | AGENTE
1+ 2 1+ 3 2« 3 1+« 2 +3 i
LASO ATELED
16 10 {10 1w j10 10f10 10 {10 10 10 10
NO
27255 4+ 4+ | 4+ 3+ A+ -4+ | A+ Ae .| 4+ A+ o] [¢] POLIO
27481|4+ 4+ | 0 CJO O 0 0 |4+ &+ 4+ 4+ |POLIO 3}
27768 0 oflo oo o ol o) ar 4+ s 20 | N0
i y POLIO
8s a0 ; ‘ §O
£8309 C 0 Q o] o] 0 4+ 4+ 4+ 2% POLIO
. NO
23740 2+ 4+ |4+ A+ | 4+ 4+ 4e &+ | &+ 4+ A+ 4+ {POLIO
ian o s}
ozzayl ¢ ofjo oo -0 - B
3 . 5 00 |4+ 4+ 4+ A+ Lo
030-1j4+ 4+ } 0 O 1O -0 O 0 |4+ 4+ 4+ 4+ |POLIO 3
08c-2f4+ 4+ O O JO O 9 0 |4+ 4+ 4+ 4+ |POLIO3
034-1) 2+ &+ |+ e fimacaa| 4o a4 |44 20 4 | O

POLIO




TASLA No. 11

AGENTES VIRALES AISLADOS POR CULTIVO DIRECTO CONCENTRADO TOMAN
DO EN CUENTA =L PASE, LA LINEA CELULAR Y EL DIAGHOSTICO CLINICQ

27255 | %o polio | RD-Hep BESA . seB
28740 Na oolio : He? . » SGE )
30223 No »olio RD-hep & : SGB
030-Hp | Palio 3 RD - ,"30 R Polio
034-Ky | Mo polie |l 7~$ep:; e Solic -

sPase en Jue se obse’rvé_por primera ves un efecto citopdtico

de 2+ a8 4+ .



AGUNTES VIRALES AISLADOS FOR ITRATAMIENTO ACIDQ CONCENTRADO * —-
TOMANIX) EN CUENTA EL PASE, LA LINEZA CELULAR ¥ 5L DIAGNISTICO -
CLINICO.

AZENTE LINEA

il
»
[
ey
4
“
)

DIAGNCSTICC

T
WIESTRA | yraay, CELULAR 35 AISIS CLINICO
No polze RD Hep 12 SGH

w
purt
o
u
p
i
1%}
[
o
v
&)
o
w

27783 Na palio RI-Han 12 5GB
2310 No palio BD 2° SGB
23740 No polic Hep iv SGE

&
¥
o
"
o
)
b
o
[
g
[
Q
g
I
o

f

{¢)Buestiras  Jue2 s2 sislarsn por las dos variantes del métods
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VIII.- DISCUSION.

En la tabla No.7 32 obse:-ni que por las dos variantes del
método de concentracidn {TAc y CDe) se 2is51é el virus de los 8 -
casos considerades como controles positivos lo que mos indica -
que el m&todo es confiable y ademéds sensible ya que gisla agen-
tes v2 en un busn porcentaje de suestras (tabla No.3) que -
por el métodoc de CD s= habfan reportado como negativas.

las ventajas que ofrece el métods de concentrazifn sobre -

ipalzente, 1la concentraciédn de la ——

3
[
2]
LS
I
o
<2
0
[
1=
I
2]
b
0
o
"n
©
o
‘8

4
3

muesira 1o que noe parmite zisler &l virus aunjue £sta se encusn
tre en cantidades zuy pequedas ¥ la eliminaciédn, por el tratacaen
to édcido, de tedas aguellas substanzias (materis crgdnics, pro--
tefnas, reatos celulares, substancias citostdxicas, stc.) qus ——
pueden interferir para gue el virus infecte a las célulias y por
l¢ tants ses aislade (38,50,62). Si sé censideran todss estas —-—
ventajas vemos jue el =24tado de concentrTssidn en la variante 4c
da {TAz) ofrece wayorss 1 3
elimina gran centldsd ds factores gus por el método cldsico mo -
se tozan en cuentia.

8n los casss que sigieron siends nagfativos tantd por el od
tods de soncentracifn  comd por el métodc clésico, se poidrfa pen
L3&T que estos resultados se deben =fg jue nadae 2 8lgin error en
1ss condiciones de envis ¥ zlimacenamienta de las mussires. Ya —-
que se sabe gue tanto el momenid de toms del producto como las -
condiciones de envis F slmacenamients son primeordizles para lo--
grar aislar el virus (24).
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Lo jue se sugerirfe para svitar falscs nagat
factores difersntes al método de aislamients y sabdbsr si
es realmente en el método emplesdc es 2.:.ntrolar es
todos los factares que tienen que ver ¢on 1a Telo
cenamients y envio de las muestras. Bsto ixplicaria, e2n primer -
término, vigilar 3ue las muesiras de matsria a

z
ue

w

dentra de las 4

in

80 ya que se sabte que méds adelante el v
por heces y por 1o tanto es muy Dpeco r©robsbls su aislamientos si

la muestra fué tomada después de las £ ssxzanas. Debido a Jus la

maydr cantijad
es muy importasnte controlar la re? fria desde 21 lugn de srigen
hasta el la%horatoric de refersncia y, por ditimo, izs condicio=-w
nes de almacenamiento, congelacidn y dessongelacidn ds las muaes—

tras también deberdn ser controlazdas ya

concentracidn del virus viable en heces diszinuye si la muesirs

-
w
0o
v
o
I
@
o
e}
©
ot
<
.
:
0

es sometida a congelmolones y desconge
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a partir d2 nifos con diagnfstiso cifrdecs.de 333 d2 los cuales -
ss aisld principalzente =n
.

nterovirus "ne polio™. En la tabdbla No.-
12 =& pusds ver como en $odos los casds (salvo 2 excepciones)—

clinizo de S33 el virus aislado es un antercvi—-

Tus "no polia”.

(3

Fl métodn 32 concentracisn Acida s ha empleads, segdn la

<
e
d
»
o

literatura, para aislar bisicamente 2 el tips ECHO ¥
o8

ntero
Coxsaxie B de pacisntes con sindrome de fatiga postviral dando -
am ES

resultedoas satisfactorics en el aisl de2 dichos virus (62)

por lo gque podr{amos rensar gue dentro de estos ente
"no poliz™ aislados de zacientes con diagndstizo clinico de SG3,
gl ser :dantificadss fotalrente (medisnte la baterfsa de sueros -
de Manlick, 1nooculz2idn en raitones lectantes, Antliluerpds mono-
clonales, etc. ) probablzmente e
6,7,9,11,15,18,22), Coxsakie & (4,7,%), B (2,3,4,5) ¢ bien ente-
rovirus 70 ¥ 71 que son 1os anterovirus "no polio® gue més fre--
t

cuentemante 3e han 2nconirads causand

a2 e contaba con almin m€todo qus estuviera & muestro alcance -

en 21 tiempe en que s¢ trabajarcn dichas nmuestras.
En la tabls Ko.@ vemos gus en cuanto al nirero de pases -
en.gu2 se lograrcn los aisliazientss 02 hay. &ran diferencis por.-

las dos variantes del métod: de consentracifn  ya jue 'si descer-~

]
m
n

L}



tamos 98 ca&s0s en que

s8loc aju2llcs cases pisiti

13s sislamientss sz hiziarcn en las mismas lineas celulares y —-
casi en 1os mismos pases {tadlas 11 y 12).

En los casdos en que por TAc si se aisl$ wvirus y por Cde no
2l mimero de nases naecesarios para 21 aislamiento fué mayor (ta-
blas § y 12) que en los casds 2n gu2 se aisl5 el virus por las -
dos variantes, l¢ que nds indic2 jue 2n est0S CASOS en pPartilu--
lar los virus,ademés d= encontrarse sn cantiiades muy peguefias
muy probadtlemete estatan rodeados por otras substancias que 5610
mediante el tratamisnts 4c21d0 son eliminadas haciends =ds sensi-
ble y por lo tanto mds 2ficaente la variante TAc.

Al z32oarar =1 mivers d2 pase en gue se arslé el varus en
cada caso y el tipo de virus 2islado {(tablas 11 y 12) tensmos —-
Jque aquellos virus identifizadog como "no polio™ se aislarcn més
répidaments (primer & segunde pase) mientras jue los poliovirus-
tipo 3 se aislaron s8lo kasta un segundd o tercer pase y con ti-
tulss bajos siando necesarids nfs pases subsscuentes para ausen-
tarlos {tabla No.S$) aungusz todo esto, comd se mensiond anterior-
mente también dependid de la variante de concentracidn empleada.

1os virus "™no polio" aparentexznie nd mostraron preferen—
cia marcada por alguno de los dos tipos de lineas celulares uti-
lizadas misntras que los poliovirus zussiran urxa mercada prefe--

rencia par la l{nea RD (tablas 11 y 12).

La OPS recomienda, para el aislamisnto de poliovirus/ente-
rovirus el usa principalmente, d2 las lireas celulares RD y Hep-2

¥a que son las gque han mosstrads mayor sensibilidad a este tipo -



da virus {(44), mostrando sfectos citopdticos caracterf{sticos —--
mediante los cuales se hace evadente la infeccidn.

Al analizar 1a tabla No.12 vemos que existen dos ¢8sos --
{27481 'y 094-H1) en los que el dimgnéstice clfnico mo concuerda
con el agents viral aislado ya gue, en el primer casc {27431) el
diggndstico clinico es de SGB y e} virus aislada es polio tipo 3
¥ en el segunds caso (094~Hy) ocurre le conrtrario ya que el diag
néstico es policmielitis y el agente mislado o5 un virus "no po-
lio™, esto nos lleva a suponer que en 2stos dos casds, en parii-~
cular, lss sigues y sintomas clinicos no fueron evaluados correc
tazente por los médicos esto se debs a gque, come lo menciona la-~
litersturs, estas dos enfermedades paraliticzs son muy s:izilares
¥ pusden causar cornfusidn sobretode sn el diagndsticoe clinico -
temprans (53,58} por Yo gue se debe contar con un nétodo de diag
ndstico confiadble gue nos permita saber la causa real de la pa-—
rédligis.
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IX,~ CONCLUSIONES.

El mftods de concentracidn en sus 49s variantes: —
4cida (Tac) y directs {CDc) es mds eficiente que el ~-
nétodo clfsico de CD, pars aizlar el virus causante-de
la pardlisis fldcida, '

Comparands las dos veriantes del método d‘e comcantraw-—
cién (TAc y CDc), el tratamiento 4cido concentradq ——
{Tac) resulta sar mfs eficiente gue la varisnte sin —
trataxiento (Che).

21 métoda d2 conceniracidn en sus dos variantesg aisls
eficientemense a los poliovirus perd ZMeBIrs uUna =ayor
sensibilidad par log entarovirus “*no polio” provenien—

tes de paclentes con diagnistico clifnice 3o SG3.

eluisr RD es la =mds suscepridle 8 12 infec—
¢1én por poliovirus. Los virus "nc polio®™ no muestran
preferansia =arcada por alguno da los dos tipos de cé-

lulas ezmpleadss para su alslamiento.

Bs d1fi2i1 1a daferencimcidn clinice entre palicmisl

tis y SGB par 1o jue s5lo el amislewiento dal Agents -

ico nos dird la causa real de ls pardi:

-1



.- Seri{s convenisnte el usc dzl

dcida como una alternativa o
posibles falsos negativos dadss por el métada clasico

de cultivo directd.
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a)

b)

~—

c

a)

X.- APENDICE.

s {S3B).

Se empled SSB comercial por lo jus unmicament: sSu prepa-

Solucidn Salina Balanzsada da Har

racisn consistid en hazer la dilucidn sedalada por la -

zasa comercial "Difco”.

2zcla de antibibtiess.
Peniciling ..eevenee.. 1Mzu
Streptomicingd cveeeee. 1 &
4

Soiucibn sai1n8.e.ee.. 130 m1

Al agregar un mililitrs ds

dio de cultivo rasultard une congentracifn Tinsl de )

]
O
g
]
n
=%
®
n
ot
e}
(i
w3
G
)
|4
y
o
[is

unidadas de penicilina y 100 micrag
na

por mililitro (11).

Medid de marteniziento de Bagles.
Ornicamente se realizaron las dilucicnes y& gue s2 utili

zarsn madios comeraiales 'Difce' ya preparzdos.

Bufier de Glicins/HCY m pH 2.4 .

Scluciones zmadre:
A.~ Glieins 0.1 ¥ sn NaCl 0.1 K
GlicinB wavscasnns 7-5 g
Nall vc..o.vv.iaeves 5.85 ¢

Aforar 21000 =) -con agus-destilads:



B.- Acido Clorridrico. 0.1 N.
Tomar del HCl concentrado Merck con den
sidad 1.18, 12 N, 1lm cantidad necesaria

para la s2lucidn 0.1 N de HCl.

Comprcsicidén de la Mezcla:

X m) d2 4 + (100 - X) ml de B
Pars un pi de 2.4
X= 64.5 nl de A (Tozade de tablas cientificas 'Gaigzy').

Una ves hacna ia mezcla se filira en milipore 0.2 um

¥

e)

N
-

se zuarda en Trascos 4mbar estériles a 49C. (26)

Sacarosa al 30€.

SR23TSSE veaenn ve.s-30 g

Aforar a 1000 =l con agaa destilads. )
FPiltrar en milipore 0.2 um guardsar sn frascos é::: —_

estériles a 4°C.

Eidréxide de Sodic 0.3 K.
20 gramos de NaCE disusltos exm 1000 xl de agua destila

da.

Acido Clerhidrice. 0.5 K.

Tazar 121 HC1l  concentrado Merck con densidad de 1.15 -
12°N, 12 cantidad-necesaria ps:a:una‘solu;iégxro.} N.d2
HC1. .

- g1 -
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