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El problema mundial de la viruela como enfermedad endé— 

mica ha cambiado favorablemente y en forma notable durante los últi

mos años, debido principalmente a programas de erradicación de ni- 

vel nacional e internacional y también en grado muy importante gra- 

cias al mejoramiento de la calidad de las vacunas utilizadas; sin em

bargo, algunos expertos siguen considerando que la vacunación antiva

riolosa no deberá abandonarse por algún tiempo, inclusive en paises

donde la enfermedad fuá erradicada hace muchos años, como es el - 

caso de México. 

Si bien las posibilidades de erradicación mundial de la virue

la parecen aumentar día a día, es imposible preveer cuanto tiempo - 

será necesario para lograrla. Mientras tanto parece evidente la nece

sidad de mantener un nivel inmunitario elevado para reducir el riesgo

de casos de viruela derivados de la importación del virus a comuni- 

dades libres de éste; tales riesgos son, además, mucho más numero

sos en paises con una infraestructura sanitaria deficiente. 

En los paises desarrollados la atención se ha centrado en la

morbilidad que se produce a concecuencias de la vacunación misma , 

y de hecho son las complicaciones, que ocurren raras veces, las que
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han inducido a muchos especialistas a proponer que se descontinúe la

vacunación rutinaria que nos ha conducido a la situación actual, libre

de viruela. 

La importancia de la calidad de la vacuna está bien documen

tada y puede afirmarse que gran parte del éxito alcanzado en el con- 

trol de ésta enfermedad se debe a que en los últimos años ha sido - 

posible producir .vacunas de elevada potencia y estabilidad. 

También se reconoce la importancia de precisar periódica— 

mente el estado inmunitario de la población a fin de complementar la

información epidemiológica y de utilizar los recursos de inmunización

de la manera más racional. 

La finalidad del presente trabajo es determinar la prevalen- 

cia de anticuerpos neutralizantes contra el virus de vaccinia en un - 

grupo representativo de población abierta en la Ciudad de México, y

tratar de evaluar los riesgos a que está expuesta la comunidad anal¡ 

zada, en función de los hallazgos serol6gicos y de la situación epide

miológica nacional e internacional de ésta enfermedad. 
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La viruela fu6 uno de los más grandes azotes que padeci6 - 

la humanidad hasta que Edward Jenner en 1798 introdujo la vacuna-- 

ci6n . 

La viruela fu6 descrita por primera vez por Galeno en el si

glo II y después por Rhazes en el siglo X ( 1). Ha sido clasificada

como una enfermedad de peligro ya que presenta un cuadro clínico - 

severo, sin embargo la viruela no se ha desarrollado después de al- 

gunos años, aunque hay formas endémicas en el sureste de Asia, A- 

frica, Europa occidental y América ( 2). 

La viruela fué traída al Nuevo Mundo e introducida a tierras

mexicanas por la expedición punitiva encabezada por Pánfilo de Nar- 

váez contra Cortés en 1521, época en la que se menciona la primera

gran epidemia ocurrida en Zempoala Ver., la cual caus6 numerosas

defunciones y dejó muchos ciegos y "
cacarizos". Desde entonces y

hasta la aplicación de programas de erradicación, México pag6 un - 

enorme tributo al padecimiento ( 3). 

La viruela es una enfermedad esencialmente del hombre y - 
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no se conoce reservorio animal. Puede ocurrir en dos formas dis

tintas clínica y epidemiol6gicamente: la forma clásica, severa o vi— 

ruela mayor, con una mortalidad de 15- 30% aproximadamente, y la

segunda forma llamada viruela menor o alastrim con una mortalidad

menor del 1%. La viruela mayor es endémica en el sureste de A- 

sia y Africa, mientras que la viruela menor es predominante en Bra

sil, pero ha ocurrido también en Africa e Indonesia ( 4). 

El último caso de viruela notificado oficialmente en la Repú

blica Mexicana se registro en 1951, en la que habitualmente fié la - 

región más afectada, ésto es, la parte central del país. De 1952 a

la fecha las autoridades sanitarias mexicanas han mantenido al país

libre de viruela, basándose principalmente en la vacunación y en el

control de viajeros e inmigrantes ( 3). 

Muy recientemente la Organización Mundial de la Salud ha in

formado que solo Etiopía sigue presentando viruela en forma endémi

ca, y que desde el 16 de Octubre de 1975 no han sido detectados ca

sos en Asia. Estas noticias tan alentadoras, sin embargo, deben

ser tomadas con un mínimo de reservas y no es conveniente adoptar

una actitud demasiado optimista sobre la erradicación total de la vi- 

ruela. Si es muy probable que esta meta se alcanzará pronto, pe- 

ro mientras tanto será aconsejable mantener la vigilancia epidemiol6

gica y un buen nivel de inmunidad en la población general ( 5). 
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En nuestro pais, el último estudio seroepidemiol6gico sobre

viruela fuá reportado en 1968 por Calderón y Col. ( 6), quiénes obser

varan una escasa protecci6n inmunol6gica ( alrededor del 25% solamen

te) en los grupos de la Ciudad de México estudiados. 

Es de creerse que el abandono o la disminución de las reco- 

mendaciones tendientes a mantener niveles razonables de inmunidad en

nuestro medio, se explica al menos en parte por la erradicación de - 

la enfermedad desde hace 25 años, hecho que ha conducido a confiar

un tanto ciegamente en que el problema no volverá a presentarse en

México. Si bien es muy probable que asi sea, nos parece preferi- 

ble no descuidar tan abiertamente el estado inmunitario de la pobla— 

ci6n e insistir en la vacunaci6n periódica por algunos años más, pues

cuesta poco y, en cambio, el costo social y en vidas sería segura- 

mente bastante elevado si el virus de viruela circulara de nuevo en

nuestro país. 
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CARACTERISTICAS DEL VIRUS

CLASIFICACION

El grupo de los poxvirus por su manera de ser se acordó - 

clasificarlos dentro de la familia " PDXVIRIDAE" por el Comité Pro- 

visional de Nomenclatura de los Virus, la cual comprende seis géne- 

ros sobre la base de su parentesco antigénico. 

Este es un grupo característico por su ADN. En el pri

mer grupo están incluidos viruela, alastrim y vaccinia, los cuales - 

son los que revisten más importancia para la medicina humana ( 7). 



CUADRO N° 1

FAMILIA GENERO E S P E C 1 E HOMBRE ANIMALES

Poxviridae

Viruela

P o ll o s

A vipoxvirus Viruela de los canarios y otros Algunas especies

Alastrim

Mixoma del conejo C

V a c c i n i a Terneras y Borregos

Poxvirus Viruela de los conejos C o n e j o s
Viruela de los monos M o n o s

Ectromelia R a t o n e s

Viruela de las vacas G a n a d o

Dermatitis pustular contagiosa B o r r e g o s
Dermovirus

Dermatitis papular bovina G a n a d o

Viruela de los borregos B o r r e g o s

Viruela de las cabras C a b r a s

Hinchazón de la piel G a n a d ó
Pustulovirus

Viruela de los cerdos C e r d o s

Viruela de los caballos C a b a ll o s

Viruela de los camellos C a m e 11 o s

Viruela de los pollos P o ll o s

A vipoxvirus Viruela de los canarios y otros Algunas especies

pájaros. 

Mixoma del conejo C o n e j o s

Fibromavirus Fibroma del conejo C o n e j o s

Fibroma de las ardillas A r d i 11 a s

Moluscovirus Molusco contagioso

Género no asig Nódulos de los lecheros G a n a d o

nado. Virus de los manos Yaba M o n o 5
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MO RFO LOGIA

Los virus de la viruela fueron vistos al microscopio por pri

mera vez en linfa variolosa por Buist en 1887, gracias a que son de

los más grandes ( 8). 

Son de los virus que más tempranamente fueron sujetos a es

tudios morfológicos detallados. Tienen un peso molecular de 160 mi- 

llones de daltons, son relativamente grandes y aparecen ovalados cuan

do se examinan en secciones de tejido de células infectadas, pero se

observan en forma de ladrillo cuando están secos y se ven al micros

copio electrónico ( 7). 

Primero se dedujo el tamaño del virus por estudios de cen- 

trifugación y filtración, siendo aproximadamente de 250- 300 x 150- 200

x 100 nm. Después por microscopia electrónica se determinó un ta

maño de 300 x 200 x 100 nm. 

El cápside se encuentra rodeando al nucleoide que es bicón- 

cavo y a los cuerpos laterales centrales situados sobre la concavidad

del nucleoide ( 7). 

Otros estudios revelan que la partícula víral tiene una por— 

ción central ( nucleoide) densa que puede ser digerida por desoxiribo- 

nucleasa, previo tratamiento con pepsina. Estos cuerpos contienen
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el ADN del virus, los cuales fueron descritos por Paschen en 1906 - 

y se vi6 que tenían una forma esférica de diámetro aproximado de - 

250 nm. 

Con la introducción de la tinción negativa para microscopía

electrónica se ha observado que el cuerpo elemental viral ( viri6n) a- 

parece con estructura parecida a la mora a la cual se le ha llamado

forma M o como una estructura más grande y encapsulada a la cual

se le llama " forma C". Estas diferencias estructurales reflejan dis

tintos grados de penetraci6n del ácido fosfotúngstico. 

En la forma M su estructura superficial es dentada y afila- 

da. Estudios detallados han demostrado que esta estructura esta - 

constituida por hélices dobles huecas, de diámetro alrededor de 90

l, muy probablemente de naturaleza lipoproteica puesto que son afee

tadas por solventes de lípidos. 

La penetraci6n del ácido fosfotúngstico dentro del virus reve

la algunas de las estructuras internas; en particular muestra al nu— 

cleoide de forma rectangular aplastada, cuyas superficies superior e

inferior contienen concavidades en las cuales hay estructuras de na- 

turaleza no conocida ( 7). 

En células infectadas pueden observarse las inclusiones clá- 

sicas Cuerpos de Guarnieri, los cuales se encuentran en el citoplas- 
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ma de células epiteliales de la piel. Teñidos con Giemsa aparecen

de color rojizo por su carácter eosinofílico. Inclusiones nucleares

son descritas por Torres y algunos cuerpos irregulares eosindfilos - 

en células epiteliales son vistos raramente y no ocurren en células

con cuerpos de inclusión ( 9). 
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COMPOSICION BIOQUIMICA

Recientes análisis del virus han dado valores similares a los

encontrados por Smadel y Hoagland ( 10). 

Estos autores encontraron 3- 5% de ADN, 861% de proternas, 

1. 4%. de colesterol, 2. 2% de fosfolípidos, 2. 2% de grasas neutras, -- 

carbohidratos, cobre, flavina y biotina. 

Zwartouw, en 1964 postul6 que los lípidos son los componen

tes esenciales del virus, y sugirió que las pequeñas cantidades de co

bre, flavina y biotin son impurezas ( 11). 

El propio autor encontró 3. 2% de ADN proporci6n menos pro

bable que la de 5. 6% determinada por Smadel, Hoagland y Joklik ( 12), 

y el valor de carbohidratos también es menor 0. 2% en lugar de 2. 8% 

encontrado por estos últimos. 

El virus contiene proteínas que incluyen por la menos 2 en- 

zimas virus -especificas; un ARN polimenasa dependiente del ADN y

una nucieofosfohidrolasa. El lípido del virus parece ser virus- espe

cifico, lo cual difiere de lo observado en otros virus con envoltura - 

13). 



CUADRO N' 2

Componente del Virus Zwartouw Smadel y Hoagland
1964 ) ( 1942 ) 

Componentes principales: 

Nitrógeno 14. 7 15. 3

Fósforo 0. 49 0. 57

Azufre 0. 76

ADN 3. 2 5. 6

Colesterol 1. 2 1. 4

Fosfolipidos 2. 1 2. 2

Huellas de sustancias: 

Carbohidratos

Cobre

Riboflavina

Siotina

ARN

0. 2

0. 02

0. 5 x 10 3
1 . 3 x 10- 5
0. 1

Azúcares reducidos después de hidrólisis. 

2. 8* 

0. 05

1 . 3 x 10- 3
Presenté

12. 
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EFECTOS DE LOS AGENTES FISICOS Y QUIMICOS

Este virus resiste la desecación, y puede recuperarse de — 

costras secas conservadas en cuartos fríos por muchos meses y de- 

exudados

e- 

exudados guardados en frascos por muchas semanas. El virus seco

resiste 10 minutos a 100° C. Las suspensiones de este virus son - 

inactivadas por calor a 60° C por 10 minutos. La luz ultravioleta , 

los rayos alfa, X y gamma tienen un efecto letal para el virus. Por

otra parte, es sensible a la acción fotodinámica de varios colorantes

en presencia de• luz. 

El virus es inactivado a pH de 3 durante una hora; el alco- 

hol mettlico y la acetona al 5091. lo inactivan en una hora. Es re— 

sistente a 1 éter etílico al 20% y a 4° C; resiste también la acción del

fenol al 1% por semanas a 4° C, pero puede ser inactivado a 37° C en

24 horas, y es relativamente resistente a la acción del glicerol al - 

50%. 

El virus no es destruido por ciertos desinfectantes que son

bactericidas tales como el verde brillante en concentración de 1: 10, 

000, pero si es inactívado por desinfectantes del tipo de los oxidan - 

tes como los hipocloritos, el permanganato de potasio en concentra- 

ci6n de 1: 10, 000; el formaldehído en concentración de 0. 2% destruye

su infectividad en 24 horas ( 4). 



14. 

REPLICACION EN SISTEMAS CELULARES

Los virus de este grupo tienen la facultad de multiplicar - 

carse en diversos sistemas celulares, los cuales comprenden tres

tipos: 

a) Dermis de animales suceptibles. 

b) Membrana corioalantoidea de embriones de pollo

c) Cultivos celulares. 

La replicación de este virus sobre la dermis de ciertos ani

males suceptibles tales como carneros, terneras, bufalos esta limi- 

tada solo a la producción de vacuna antivariolosa y nunca con fines

de diagnóstico. 

Casi todos los miembros de este grupo pueden replicarse y

producir lesiones sobre la membrana corioalontoidea de embriones

de 11 a 12 días, a una temperatura óptima de 350- 36° C; el tama- 

ño y el tiempo que tardan las lesiones en aparecer dependen de la

cantidad de virus inoculado. Las lesiones son de color blanco gri

sáseo y consisten en una área de hperplasia con necrosis central; 

al microscopio pueden observarse cuerpos de Guarnieri . 

El comportamiento del virus sobre los embriones de pollo

es de los pocos medios que existen para la diferenciación entre el

virus de la viruela mayor y el del alastrim, ya que el virus de la

viruela mayor sobrevive por un período más o menos largo en la - 
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membrana corioalantoidea, en tanto que el virus del alastrim no - lb

puede hacer. Los embiones inoculados con el virus sobre la mem

brana corioalantoidea son incubados a 38- 38. 5° C; el virus de la -- 

viruela mayor produce lesiones sobre la membrana, mientras que

el virus del alastrim no las produce a esa misma temperatura. 

El virus de la viruela tiene la facultad de replicarse y cau

sar efectos citopatogénicos en cultivos celulares de una gran varie- 

dad de tejidos. Así pueden multiplicarse en fibroblastos y en celu

las de riñón de pollo, como también en cultivos de células de diver

sos mamíferos ( 14 y 15). Se prefieren los cultivos en monocapa, - 

como los de riñ6n de bovino, riñón de conejo, riñón de mono, te,¡ - 

dos embionarios humanos, células Hela, células L, células Hep -2, 

etc. 

No producen cambios citopáticos característicos, aunque -- 

hay formación de células gigantes por fusi6n de células infectadas - 

adyacentes. El tiempo que tarda en aparecer el efecto citopatogé- 

nico varia de acuerdo a la cantidad de virus inoculado; así en cut

tivos de células Hela inoculados con 103 unidades infecciosas en - 

5- 6 días se producen pequeños focos heperplásicos que persisten -- 

uno 6 dos días antes de la degeneraci6n celular. In6culos mayores

pueden producir efectos citopatogénicos en 48- 72 horas ( 16). 

Las inclusiones citoplásmicas ( cuerpos de Guarnieri) pueden

demostrarse por tinct6n de células infectadas. 
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En cultivos celulares infectados, pueden ser demostrados antes de - 

que aparescan cambios citopáricos por hemadsorción de eritrocitos de

pollo añadidos al cultivo de tejido ( 17). 
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CARACTERISTICAS ANTIGENICAS

Los poxvirus tienen una estructura compleja y bastante simi
lar entre sí. Contienen antígenos solubles, extraídos de células in- 

fectadas y separados de las partículas virales, antígenos virales, he

maglutininas y antígenos nucleoproteicos. Diferentes especies de - 

poxvirus contienen componentes antigénicos comunes. 

Los primeros trabajos de Craige y Wishart, seguidos por - 

los de Smadel, establecieron el concepto de un antígeno proteico que

es componente del antígeno viral y del antígeno soluble. Esta proteí

na lleva dos grupos prostéticos, uno de ellos termolábil y que ha si- 

do llamado componente L, 
mientras que el otro es termoestable y se

conoce como componente S; al complejo se le denomina LS, y es — 

responsable de la floculación, precipitación y fijación de complemen- 

to demostrados en reacciones con preparaciones tipo de antígenos vi - 
rales y solubles. El concepto de un antígeno LS único debe ser a- 

bandonado, 
ya que el complejo LS es un compuesto responsable de un

gran número de antígenos proteicos ( 18). 

En partículas virales purificadas se ha demostrado la pre- 

sencia de antígenos nucleoproteicos y de un antígeno protector respon

sable de la neutralización de la infectividad, y de la inmunidad adqui

rida a la infección. 
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La estrecha relación antigénica del virus de viruela con o-- 

tros poxvirus ha sido demostrada por fenómenos de reactivación y de

recombinación . La relación serológica de algunos poxvirus puede - 

ser demostrada cuando son inactivados por calor a 55- 560C y pueden

ser reactivados cuando se inoculan en una mezcla con el virus de vi- 

ruela activo en la membrana corioalantoidea del embrión de pollo. - 

Si los embriones son incubados a temperatura superior a la de repli- 

cación del virus de viruela ( 38. 50C), las lesiones que aparecen tienen

una alta proporción de virus híbridos ( 19). 

dios detallados en este género Rondley y Dumbell en 1962

20) han revelado cuantitativa, pero no cualitativamente, diferencias an

tigénicas entre los miembros del grupo. Igualmente la prueba de - 

neutralización no es capaz de distinguir las especies individualmente. 

Dos importantes consecuencias _ iene el sistema de similitud

antigénica entre estas especies: 

1) No es posible por métodos serolÓgicos distinguir entre miem

bros de uno u otro género, se ha hecho un limite al valor - 

diagnóstico serológico en las infecciones humanas. 

2) La aparente identidad de este antígeno protector ha hecho po

sible el uso del virus de la viruela del ganado y después el

de vaccinia para ser usado en la vacunación contra la virue

Ia. 
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DIFERENTES FORMAS CLINICAS DE LA INFECCION

INFECCION TN UTERO" Y CONGÉNITA

En este tipo de infecci6n el periodo de incubación es a me- 

nudo mas corto que en la infección natural adquirida posteriormente, 

en cuyo caso dicho periodo requiere 2 a 3 días más. Estos 2 6 3 -- 

días tal vez representen el intervalo entre la implantación del virus

en la mucosa del tracto respiratorio y su desiminaci6n por vía san- 

guínea a los otros tejidos donde va a seguir multip'.icándose ( 21). 

En algunos otros casos parece ser que el periodo de ince., n es - 

el mismo que para la infecci6n natural. 

El virus entra a la circulación fetal por la placenta y pro— 

bablemente después de infectar a la células que separan la sangre - 

materna de la fetal, y en el período de incubación debe multiplicar- 

se en los tejidos internos del feto. En virtud de que parte de la san

gre fetal pasa directamente de la vena umbilical al hígado, es pro- 

bable que el virus llegue a la células de Kupffer desde el principio

del período de incubación ( 22). 

El aborto puede ser común porque hay tendencia a la hemo- 

rragia intrauterina y puede aparecer toxemia. El feto puede escapar

del aborto pero puede adquirir la infecci6n en el útero al momento

de que la infecci6n ataca a la madre en presencia d viremia ( 23). 

Cuando la infecci6n se presenta al final del embarazo, el - 

bebé
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está propenso a desarrollar la infección clínica después de algunos

días de nacido o puede adquirirla al momento de nacer cuando la - 

infección se encuentra latente en la madre. 

Se han registrado casos de bebés infectados intrauterinamen

te algunos días artes de nacer sin que la madre presentara signos c

línicos de la infección ( 24, 25). 

INFECCICN ADQUIRIDA C PC:SNATAL

El periodo de incubación normalmente es de 12 y 13 días, - 

pero algunas veces suele presentarse corto de 9 días o largo de 16 - 

días. 

Entre las manifestaciones clínicas hay una fase toxémica que

puede durar 4- 6 días y se caracteriza por fiebre, dolor de cabeza, - 

dolor del cuerpo y postración; algunas veces puede presentarse vomi- 

to, muchas veces el malestar predomina en las ingles infartos ganglio

nares , las axilas y a los lados del cuerpo, y en otros casos puede

presentarse tambien eritemia. Al tercero o cuarto día de la apari- 

ción de los síntomas descritos, aparece la erupción que se manifies

ta primero en las mucosas bucal y faríngea, cara, antebrazos' y ma

nos, y más tarde se extiende al tronco y a la parte inferior del - - 

del cuerpo, La erupción evoluciona a pápulas y despues de 2 ó 3 - 

días éstas se convierten en vesículas, y poco más tarde pasan a -- 

pústu las . 

Después de 8 6 9 días de que apareció la eri:pción aparecen
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costras que se completan alrededor de 14- 16 días después de inicia

da la infección. Al finalizar la tercera serrana las costras se caen, 

con excepción de las de las palmas de las manos y de las plantas de

los pies, en donde tardan más en desprenderse. 

La erupción es más marcada en la cara, la cual puede pre- 

sentar edema, y sobre los antebrazos y manos. La mayor severidad

de la infección en la fase eruptiva es paralela a la aparici6n de la - 

erupción en la piel ( 26). Cuando la erupción es completa sobre la - 

cara y los brazos, las vesículas tienen una apariencia aplastada, se

sienten suaves y muestran una forma definida y en tales casos Dixon

considera que se trata de una infecci6n maligna ( 27). 

En algunos casos la infecci6n va asociada con hemorragias . 

En la viruela hemorrágica primaria se presentan numerosos hemorra

gias en las ingles, axilas, cara y a los largo de todo el cuerpo, y

ocurre la muerte poco después sin la aparición de una erupción focal

púrpura variolosa). 

En otra variedad de la infecci6n la hemorragia ocurre des— 

pués de la aparición de un estado eruptivo ( viruela pustulosa hemo- 

rrágica o viruela hemorrágica secundaria). 

La viruela puede tener complicaciones, aunque raras, y et ,- 

tre ellas tenemos: abscesos, erisipela, úlcera corneal que puede - 

producir ceguera, ostiomielitis y encefalitis ( 28). 
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TRANSMISION Y PATOGENIA

La puerta de entrada del virus de la viruela es la mucosa del

tracto respiratorio superior, la cual atraviesa. Durante el periodo

de incubación, el virus puede propagarse en el tejido linfático o en. 

otros tejidos; como no . hay lesi6n abierta en la mucosa durante el pe

riodo de incubación, el paciente no es infeccioso durante esta fase. 

Se piensa que tiene lugar lo siguiente a partir de la entrada del vi- 

rus: 1) multiplicaci6n primaria del virus en los tejidos linfáticos que., 

drenan el sitio de entrada; 2) viremia transitoria e infección de las

células reticuloendote lia les en todo el cuerpo; 3) una fase secunda- 

ria de multiplicación en tales células, lo cual conduce; 4) una vire- 

mia secundaria más intensa y q a la manifestaci6n clínica de la en- 

fermedad . 

La lesi6n cutánea es una consecuencia de la localización del

virus en la epidermis a partir del torrente circulatorio. El virus

puede ser aislado de la sangre en los primeros periodos de la enfer

medad, pero no después del segundo día de la fiebre ( excepto en los

casos fatales). Se sostiene que la mejoría clínica que sigue al desa

rrollo de la erupci6n cutánea es debida a la rápida aparición de los

anticuerpos. La transformación de la erupción cutánea en pústulas

puede dar lugar a una fiebre secundaria; se cree que esto se debe

a la absorci6n_de los productos de la necrosis celular más que a una
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infección bacteriana secundaria. Ni en los casos benignos ni en

los severos es posible encontrar bacterias en la sangre durante la

fase de viremia ( febril pre -eruptiva). En los casos severos es po- 

sible encontrar bacterias en la sangre alrededor del 80. al 120. - 

días de la enfermedad, durante la fase pustular. Las pústulas cutá

neas se pueden contaminar generalmente por estafilococos, dando lu

gar algunas veces a diversas complicaciones por bacterias ( ostiomie

litis, artritis supurativa). 

En el momento en que se presenta la erupción cutánea existe

una gran cantidad de virus en la capa inferior de la epidermis; sin

embargo, el virus no se esparce hasta que posteriormente se rom— 

pen las vesículas y las pústulas, debido a las características de im- 

permeabilidad del tejido involucrado . En la boca y en la faringe es

ta capa protectora no existe, y las lesiones por lo tanto se abren - 

pronto, haciendo que el liquido de orofaringe y la saliva se hagan in

fectivos con rapidez. 

En el comienzo, la enfermedad ( fase pre -eruptiva) es difícil- 

mente infecciosa. En el lo. ó 2o. día de la enfermedad, la saliva

es negativa para el virus, pero del sexto al noveno día es casi siem

pre positiva . En este estadio las lesiones de la boca tienden a ulce

rarse y a producir descargas de virus en la cavidad bucal. En el

comienzo de la enfermedad , por tanto, los virus infecciosos tienen

su fuente en las lesiones de la boca y de las vías respiratorias altas; 
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más tarde, las pústulas se abren, y los virus del ambiente que ro

dea a un enfermo de viruela proceden de esta fuente. 

El examen histopatol6gico de la piel muestra que durante las

primeras fases se presenta una proliferación del estrato espinoso, y

que estas células contienen grandes cantidades de inclusiones cito— 

plásmicas. Hay una infiltración de células mononucleares, en parti

cular alrededor de los vasos de la dermis. Las células epiteliales

de la capa de Malpigio se hinchan por la distensión de su protoplas- 

ma y sufren una degeneración de hinchazón. Las vacuolas del cito- 

plasma aumentan de tamaño y distienden a la membrana celular, la

cual finalmente se rompe, estableciéndose una coalescencia con las

células vecinas, afectadas en forma parecida, y dando por resultado

la formación de las vesículas. A medida que la enfermedad progre

sa, las vesículas se hacen mayores y se llenan de leucocitos y res- 

tos celulares. La capa basal es poco afectada en el alastrím, en - 

tanto que en la viruela clásica todas las capas se ven afectadas, pre

sentándose una verdadera necrosis de la dermis; es por tanto, que

las lesiones dejan cicatrices en el caso de la viruela mayor y no en

el caso del alastrim ( 29). 

En el corazón, aparte de hemorragia subendocárdica son in- 

frecuentes otros cambios patol6gicos. Switzer e Ikeda ( 30) han con

siderado a la bronconeumonía como causa de muerte en algunos pa- 

cientes, y otros autores también han reportado bronquitis y uronco- 
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neumonías bacterianas como causa de la muerte. 

En 177 autopsias, Brass ( 31) encontró hiperemia y en 25 - 

bronconeumon como causas de muerte. El hígado se encuentra

aumentado, hay hemorragias ocasionales, pero no se observan gran

des cambios; el bazo se encuentra a su vez aumentado de tamaño y
congestionado. En el riñón hay dilatación de los canales y se obser

va degeneración de células epiteliales encontradas alrededor de la - 

zona piramidal. 
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RESPUESTA INMUNOLOGICA

Los niños nacen con anticuerpos maternos, los cuales se - 

pierden durante los primeros meses de la vida; es entonces cuando

es necesario provocar la inmunidad artifical mediante la vacunaci6n. 

La inmunidad puede demostrarse a los 8 6 9 días después de la va

cunaci6n, alcanzando su máximo 2 a 3 semanas más tarde, y se man

tiene a niveles apreciables durante unos cuantos años ( 3 a 5 habitual

mente) . 

La vacunación durante la lactancia puede ser responsable de

la benignidad de la enfermedad en la vida posterior. En las zonas

end6micas la vacunaci6n debe repetirse cuando menos cada año; de- 

be repetirse tambi6n anualmente en aquellas personas expuestas al

contagio, entre las cuales se encuentran el personal encargado de

establecer las cuarentenas, los empleados de las aduanas, los ofi- 

ciales sanitarios y las personas que trabajan en hospitales que reci

ben pacientes con enfermedades infecciosas. 

La respuesta inmune especifica se debe a la aparici6n de an

ticuerpos. En el suero el principal anticuerpo es de tipo inmuno- 

globulina G, y en las excreciones corresponde a inmunoglobulina A. 

Los anticuerpos IBA de las secreciones duran mucho menos que los

anticuerpos IgG del suero. Se ignora el papel de las inmunoglobu- 

linas E de las secreciones, pero podrían amplificar la respuesta in

mune durante la infección ( 32). 
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EPIDEMIOLOGIA Y CONTROL

La viruela es una enfermedad muy contagiosa que puede ad- 

quirirse por contacto directo o indirecto a través de utensilios, ro- 

pa de vestir o polvo infectado por pacientes; estos no presentan un

potencial infeccioso durante el periodo de incubación sino hasta la

aparición de la erupción. 

Por la gran resistencia natural que el virus presenta, la in- 

fección puede ser transmitida por ropa de cama; en el brote de vi- 

ruela ocurrido en Inglaterra en 1950, la introducción del virus fué - 

atribuida a la importación de algodón, por lo que se ha estudiado la

supervivencia del virus en costras tapadas con algódón y expuestas a

temperaturas de 30°- 400C ó más, y se ha visto que el virus no so- 

brevive más de 6 meses, pero a temperaturas de 200- 250C el virus

se conserva activo hasta por 17 meses. Otras pruebas que se han

hecho es dejar almacenar polvo en una habitación donde estuvo un - 

paciente que padeció viruela y después de un año se ha removido - 

ese polvo, encontrándose el virus activo. En costras secas el vi- 

rus sobrevive por muchos años en refrigeración. 

En condiciones primitivas de hospitalización el peligro de di- 

seminación de la enfermedad es muy elevado. En paises tropicales, 

las moscas, las hormigas y otros insectos pueden ser también facto- 

res de diseminación. 

Aun en hospitales modernos bien acondicionados y con buenos
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recursos, son necesarias las más estrictas medidas de desinfección

por la frecuencia con que trabajadores de lavandería y personal que

maneja ropa de cama de casos de viruela llegan ellos mismos a con

taminarse. Es también un peligro para la diseminación de la enfer

medad el uso de extractores de aire en los hospitales, a menos que

estén dotados de filtros absolutos. 

Las medidas profilacticas para el control de la viruela difie- 

ren considerablemente según las características epdemiológicas que

presenta en una región o pais. Debido a que en la actualidad ésta

enfermedad está confinada a unas cuantas zonas endémicas en Etio- 

pía ( 33), donde hasta el 12 de marzo de 1976 quedaban 51 poblados

infectados, y a que en forma de brotes epidémicos se han presenta- 

do también en 1976 casos de viruela en la región de Begemdir en las

riberas del Nilo Azul y entre nómadas del desierto de Ogaden, no - 

hay razón para referirse con mayores detalles a los métodos de con

trol que se utilizan en tales circunstancias. 

En el caso de regiones o pases donde la viruela fué erradi- 

cada hace muchos años, como ha sucedido en México, la única pre

caución en vigor es la vacunación, recomendándose la primo -vacuna

ción alrededor del año de edad ( dando así oportunidad a la aplicación

más oportuna de otros agentes inmunizantes mas indispensables como

son lás vacunas contra la polio, sarampión, DPT y tuberculosis) y

revacunaciones cada 3 a 5 años como máximo. Es bien sabido, sin
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embargo, que con gran frecuencia la vacuna antivariolosa es apli

cada durante los primeros meses de vida. De acuerdo con las es

tadísticas oficiales tanto de las autoridades sanitarias de nuestro

país como de la Organización Mundial de la Salud, según las cua- 

les no se ha presentado un solo caso de viruela desde hace más de

20 años, habría que reconocer la efectividad de las medidas de pre

vención adoptadas por las autoridades responsables. 
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VACUNACION ANTIVARIOLOSA

El virus para la vacunación se prepara a partir de las lesio

nes vesiculares ( linfa) producidas en la piel de terneras o de carne

ros. Algunas experiencias sugieren que puede obtenerse una prepa

ración igualmente buena del virus a partir de cultivos de tejidos de

embriones bovinos; los virus son cosechados en condiciones de este

rilidad bacteriol6gica. El producto final contiene 401% de glicerol y

0. 4% de fenol para destruir a los contaminantes bacterianos, y ade

más para evitar la congelación de la vacuna durante su almacena- 

miento a - 10° C. La vacuna de linfa de ternera de buena potencia de

berá contener aproximadamente 108 unidades infecciosas/ ml. 

Se ha logrado la preparación del virus de la vacuna liofiliza

da y estable a partir de la membrana corioalantoidea del embrión

de pollo. Esta debe ser reconstituida con un diluyente que ejerza

un efecto protector hacia el virus, asi como poca o ninguna capaci

dad de sensibilizar a las personas que van a ser vacunadas; con es

te objeto se emplea una solución al 5% de peptona. 

Existe también una vacuna preparada en células renales de

conejo, las cuales se hacen crecer en botellas, a 37° C por 7 a 8

días, al término de los cuales se inoculan con el virus y a los 3 ó

4 días de incubación el virus llega a su máximo de replicaci6n; la

cosecha viral puede concentrarse si es necesario, y una vez ajusta- 

da su pc^ encia se liofiliza previa adici6n de un estabilizador ( 51% de



32 - 

peptona y 5% de sorbitol). 

En condiciones de refrigeración ordinaria este producto es

bastante estable. La vacuna preparada por este método mantiene - 

su viabilidad cuando se guarda a 37° C por muchas semanas, y• se - 

observa también reproducibilidad de resultados en pruebas hechas - 

en diferentes lotes ( 34¡. 

Más recientemente Mettier y Col. ( 35) desarrollaron una - 

vacuna tipo unguento en la cual primero se trata el virus de vacci- 

na liofilizado con aceite de silicones de alta viscosidad. La incor- 

poraci6n del aceite de silicones ha mostrado proteger la virus de - 

cambios atmosféricos y mantener su estabilidad. Este tipo de va— 

cuna ofrece la ventaja de que es menos dolorosa para los niños. 

El método a elección para la vacunaci6n es el de presión

multiple sobre la piel del brazo. Las reacciones resultantes de la

vacunación pueden ser de 3 tipos: a) Primaria, b) Vaccioide o - 

acelerada, c) Temprana o inmediata. 

a) La reacci6n primaria: es la que presenta una persona que

no ha tenido contacto previo con el virus de la viruela. 

b) La reacci6n vaccionoide o acelerada: es una reacción modi

ficada en personas que tienen una inmunidad residual por -- 

ataque previo de viruela o por vacunaci6n. 

c) La reacci6n inmediata o temprana: es una indicación de -- 

susceptibilidad o de inmunidad a la viruela. 
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COMPLICACIONES DE LA VACUNACION PRIMARIA

La revacunaci6n rara vez se acompaña de efectos adversos, 

pero en la vacunación primaria pueden presentarse tipos de compli- 

caciones serias, siendo todas ellas raras. 

a) La encefalitis posvacunal: es la complicación más grave - 

de la vacunación antivariolosa. En la cual disminuye el ries

go en forma inversa a la edad del paciente. 

b) La vacuna gangrenosa ( Vaccinia necrosum): es una enferme

dad muy rara, que está asociada con anormalidades de la -- 

respuesta inmune. 

c) Eczema vaccinatum: se presenta en personas que su fren

eccema y se presenta ya sea como una complicación de la

vacunación o por infección por contacto con personas recien

temente vacunadas. 

d) El aborto: puede presentarse en mujeres embarazadas de- 

bido a la infección intrauterina del feto. Por lo tanto, el -- 

embarazo es una contraindicación a la vacunaci6n, la cual - 

solo se usara cuando existan razones que obliguen a vacunar

contra la enfermedad. 

TRATAMIENTO DE LA VIRUELA

Los antibióticos combaten en forma satisfactoria la infecci6n bacte- 

riana secundaria, lo cual favorece la subsecuente cicatrización, pero

no reducen la mortalidad en forma significativa. 
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La metisazona ( I- metilisatin- B - t iosem ica rba zona) previene

la multiplicación del virus de viruela si se administra antes de qúe

la enfermedad se desarrolle, pero su uso como tratamiento de ca- 

sos establecidos de viruela es bastante decepcianante. Este medica

mento -,- ede tener algún uso en la vacuna generalizada aunque los - 

resultados no han sido muy alentadores . Se han sugerido también

la inmunoglobulina antivacuna o los leucocitos de donadores inmunes

como tratamiento " heroico" en la vacuna gangrenosa, pero no se co

noce tratamiento especifico para la encefalitis postvacunal ( 13). 
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DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

En la mayoría de los casos de viruela el diagnóstico puede

ser hecho rápidamente por el cuadro clínico y para corroborar por

el aislamiento del virus y por la demostración de un aumento en el

titulo de los anticuerpos específicos durante el curso de la infección. 

Para el aislamiento del virus los procedimientos que se han

hecho con éxito son: a) escamen de material de lesiones de la piel

y de las mucosas por microscopia directa, observándose cuerpos de

Guarnieri ( cuerpos de inclusión citoplásmica eosinófilos), b) por

inoculación de material de la sangre o de lesiones de la piel en la

membrana corioalantoidea de embriones de pollo o en cultivo de te- 

jido. 

Los anticuerpos pueden ser detectados alrededor del sexto día

de la enfermedad, aún en los casos en los que ha habido vacunación

previa. Estos anticuerpos séricos pueden ser estimados por varios

métodos incluyendo: 

a) Precipitación en gel -altar: un resultado positivo se -- 

muestra por la aparición en pocas horas de una linea

de precipitación entre el pozo conteniendo el suero del

paciente y el antígeno. Esta prueba no es cuantitativa

pero es útil cuando da resultados positivos. 

b) Fijación de complemento: por esta prueba títulos de 1: 10
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o más altos en personas con viruela no vacunadas -és

indicio de infección. Anticuerpos obtenidos por fija- 

ción de - complemento en pacientes vacunados es raro

detectarlos 6- 12 meses más tarde. 

c) Pruebas de neutralizaci6n: varios métodos han sido

introducidos para determinar la actividad neutralízante

del suero, existiendo 2 variantes: 1) neutralización en

membrana corioalantoidea, 2) neutralización en cultivo

de tejido; ambos dan resultados muy satisfactorios. 

El cultivo de tejidos invitro fue empleado por primera vez

hacia 1913, utilizándose con éxito para la propagación del virus de

vaccinia ( 36) y en la preparación de la vacuna contra la viruela ( 37). 

Sin embargo, fue hasta 1950 con el descubrimiento de Enders y co- 

laboradores cuando se estimul6 extensamente el uso del cultivo de te

jidos para el estudio de virus animales y humanos. Un hecho impor

tante en el uso de cultivo de tejidos lo constituyó la inclusión de los

antibióticos y antimic6ticos en el medio nutritivo, como lo fue tam- 

bién el desarrollo de medios químicamente definidos sin sustancias

inhibidoras de la actividad viral. 

En virología el uso de cultivos de tejidos ha tenido numero- 

sas ventajas: son más fácilmente manejables en pruebas de neutra- 

lización y propagación, ya que requieren de menos espacio, menos

animales o embriones por lo tanto menos atención hacia ellos, por
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lo que hoy en día es más usual trabajar con cultivos de tejidos. 

Otra ventaja que nos trae el uso del cultivo de tejidos es - 

que permite obtener títulos altos en la propagación de agentes vira

les y proporciona material libre de contaminantes, lo cual es muy

importante en la preparación de vacunas y antígenos serológicos. 



CUADRO N' 3

PRUEBAS DE LABORATORIO EN EL DIAGNOSTICO DE LA VIRUELA

Fase de la Material que de- Observación mi- Cultivo en MCA Descubrimiento del Descubrimiento del

enfermedad be ser examinado crosc6pica de fro del embrión de Ag. por difusión en Ac. 

Vesicular L( q. de las ve- 

tis de las lesio- pollo o en C. T. gel de agar o fij.- 

3 - 24 horas

cesario pa- 

siculas y frotis

nes cutáneas. 

positivo. 

de complemento. 

Puede ser positivo

Pre- erupti Sangre Se observan cuer Puede ser pos¡ Puede ser positivo Generalmente nega

va. 

las vesCculas

pos de guarnieri. tivo. 

tivo. 

tivo. 

Macular y Frotis de las le Se observan cuer Generalmente - Puede ser positivo

Generalmente pos¡ 

Papular siones cutáneas. pos de guarnieri, positivo. 

tivo

tivo. 

Vesicular L( q. de las ve- Se observan cuer Generalmente - Generalmente posi- 

3 - 24 horas

cesario pa- 

siculas y frotis pos de guarnieri. positivo. tivo. 

Puede ser positivo

ra la prueba

de la base de - 

No se observan - Generalmente - Generalmente posi- 

las vesCculas

cuerpos de guar positivo. tivo. 

Mas tarde

Líq. de las pústu Se observan cuer Generalmente - Generalmente pos¡ - 

Generalmente pos¡ 

las. pos de guarnieri. positivo. tivo

tivo. 

Pústular

1 hora 1 - 3 días 3 - 24 horas 3 - 24 horas

cesario pa- 

Sangre Puede ser positivo

ra la prueba

Costas No se observan - Generalmente - Generalmente posi- 

cuerpos de guar positivo. tivo. 

Formación nieri . 

de costras

Sangre Generalmente pos¡ 

tivo. 

Mas tarde Sangre Generalmente pos¡ 

tivo. 

Tiempo ne- 1 hora 1 - 3 días 3 - 24 horas 3 - 24 horas

cesario pa- 

ra la prueba
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GENERALIDADES SOBRE LA PRUEBA DE

NEUTRALIZACION

Esta prueba ésta basada en el principio de que cuando un sue

ro especifico inmune es adicionado a su correspondiente virus, el vi

rus es neutralizado en su infectividad . Los sistemas empleados son

huevos embrionados, varias especies animales y cultivos de tejido. 

El mecanismo preciso de la neutr alizaci6n viral por los anti- 

cuerpos específicos continúa sin entenderse completamente. El efec

to más importante de los anticuerpos neutralizantes es prevenir la - 

adsorci6n de los viriones a las células, por obstáculo estérico. Los

anticuerpos, adheridos por ambos sitios de unión en la superficie del

virión, pueden dístorcionar la configuraci6n de la envoltura viral lo

suficiente como para alterar los procesos normales de adhesión. 

El virus intracelular está protegido de los anticuerpos presen

tes en el plasma circulante o en los líquidos tisulares. Algunos vi- 

rus, como el virus de la viruela, al ser liberados de la superficie

de la célula en la que se están replicando quedan expuestos a la ac- 

ci6n de los anticuerpos neutralizantes. 

Para la titulación de anticuerpos neuuralizantes en el laborato
rio, se ha convenido internacionalmente utilizar una cantidad constan

te de virus, 
generalmente 100 DICT50 para cada dilución de suero. 
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OTRAS PRUEBAS DE NEUTRALIZACICN

Aparte de la prueba de microtitulaci6n aquí descrita, exis- 

ten algunas otras cuyo fundamento es el mismo, solo con algunas

variantes. 

PRUEBA DE NEUTRALIZACION EN CULTIVO DE TEJIDO

EN TUBO: 

Esta prueba es similar a la ya descrita, sólo que para rea- 

lizarla se necesita más material tanto biológico como de vi- 

drio, así como más espacio para realizar la incubación y, lo

más importante, es menos rápida de realizar y de interpretar

los resultados. 

PRUEBA DE NEUTRALIZACION POR REDUCCION DE PLA- 

CAS: 

Mezclas de virus -suero pueden ser inoculadas en la monocapa

de tejido; la cual se fija luego cubriéndola con agar. En es- 

ta prueba la actividad neutralizante del suero es determinada

por su capacidad para reducir el número de placas virales , 

comparando con placas inoculadas con el virus sólo. Una re

ducci6n de 80% es considerada como significativa, es decir, 

el suero contiene anticuerpos específicos. 

PRUEBA DE NEUTRALIZACION COLORIMETRICA C DE INHI

BICION DEL METABOLISMO. 

Esta prueba se base en el hecho de que el CO2 _producido por
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el metabolismo de las células ocasiona cambios de pH en, el

medio de cultivo celular. Uno de los inconvenientes de esta

técnica es la presencia de colores intermedios del indicador

rojo de fenol), lo cual dificulta la interpretación. 
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CAA fP II" If U U- 0 II II

MATERIAL Y METODOS

Para la realización del presente trabajo se utilizaron 479

muestras de sueros obtenidos de niños que acuden a la Sección de

Toma de Productos del Servicio de Laboratorios pana alguna prue

ba rutinaria, en aquellos casos en que es posible obtener una pe- 

queña cantidad adicional de sangre, e independientemente de que - 

hayan sido vacunados o no contra la viruela. Estas muestras co- 

rresponden a los siguientes grupos de edad: de O a 6 meses, 7a

12 meses, 1 año cumpido 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 años. 

Para llevar a cabo este trabajo se utilizó la línea celular

Hep -2 establecida por Toolan en 1952 ( 38), la cual se obtuvo de - 

tumores producidos en natas destetadas, irradiadas y tratadas con

cortisona, después de inyectarlas con tejido canceroso de la larin

ge de una mujer de 56 años. 

El desarrollo " in -vitro" se hizo en sueros humanos y de ca

ballo y soluciones salinas balanceadas. Se ha visto que es una li— 

nea

i—

nea bastante estable a cambios nutricionales y de temperatura, sin

perder viabilidad. Esta linea celular puede obtenerse de American

Type Culture Collection y en laboratorios de Virología, laborato--- 

rios de Biología Celular y laboratorios de Producción de Vacunas - 

Antivirales. Para no perder en un momento dado la linea celular

en el
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laboratorio, es conveniente tener ampolletas de suspensión celular

adicionadas de glicerina en nitrógeno liquido, para recuperar la li

nea en el momento que sea necesario. 

Para el desarrollo del trabajo la línea Hep -2, que habitual- 

mente se cultiva en medio M- 199 descrito por Morgan y colaborado

res en 4, 951 ( 39), más 8°% de suero de ternera y 2% de una mezcla

de antibióticos, fue necesario adaptarla al medio de Leibovitz ( 40) 

más 6% de suero de ternera y 2% de la mezcla de antibióticos. 

Dicha adaptación tiene por objeto evitar el uso de incubadora

de CC2 que se requiere en la técnica original usando medios con - 

bicarbonato; ésta incubación en medio de CO2 es necesaria para evi

tar que se alcalinice el medio donde se está llevando a cabo la prue

ba y nos pueda dar falsos resultados porque las células mueran. La

adaptación se logró sin dificultad realizándose 2 ó 3 subcultivos an- 

tes de utilizar el cultivo en la prueba, con el fin de lograr una adap

tación completa. 
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CEPA VIRAL

MATERIAL NECESARIO: 

a) Botella de leche con cultivo de células Hep -2

b) Tubo estéril de centrifuga. 

c) Tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 

La cepa vira! que se utilizó en las pruebas de neutraliza- 

ción fue obtenida a partir de un tubo capilar con vacuna antivariolo

sa preparada en México por el Instituto Nacional de Higiene. 

1) El contenido del tubo capilar fue inoculado en una bote- 

lla de cultivo con células Hep -2, y éstas se llevaron a incubación

a 35° C hasta desarrollo completo del efecto citopatogénico. 

2) Después de congelar ese material, para liberar las - - 

partículas virales, se cosechó en un tubo estéril de centrífuga y - 

se eliminaron los restos celulares por contrifugación en frío a 1500

r. p. m. durante 15 minutos. El sobrenadante claro fue distribuido

en alícuotas de 1 ml para proceder a su titulación. 
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PREPARACION DEL ANTIGENO VIRAL

MATERIAL NECESARIO: 

a) Botella de leche con cultivo de células Hep -2

b) Cepa viral - 

c) Pipetas graduadas

d) Tubos de centrifuga estériles. 

e) Pipétas Pasteur

f) Tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 

1) Seleccionar al microscopio una botella cuyo tejido se en— 

cuentre en buenas condiciones y la capa celular esté com- 

pleta. 

om- 

pTeta. 

2) Inocular 0. 2 ml de la cepa viral que se va a replicar en - 

el cultivo previamente seleccionado. 

3) Inocular a 37°C durante 2 ó 3 días, observándose diariamen

te hasta ver que el efecto citopatogénico sea completo. 

4) Congelar la botella mínimo un día, con el objeto de que las

células se lisen y dejen en libertad las partículas virales. 

5) Descongelar la botella y centrifugar el medio en tubos de - 

centrifuga previamente esterilizados, a 1500 rpm durante 20

minutos en centrifuga refrigerada a - 2° C, el sobrenadante - 

es el que contine las partículas vírales, el sedimento corres

ponde a restos celulares. 

6) Separar el sobrenadante con pipeta Pasteur estéril y a su - 

vez distribuirlo en varias alicuotas de 1 ml cada una en tu- 
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bos de ensaye de 13 x 100 mm, también previamente - 

esterilizados. 

7) Los tubos con virus se guardan en congelación a - 70° C - 

su posterior titulación_ 
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La titulación del virus comprende tres pasos a seguir: 

1) Preparación de la suspensión viral. 

2) Conteo de células. 

3) Titulación del virus. 

PREPARACION DE LA SUSPENSION CELULAR

MATERIAL NECESARIO: 

a) Botella de leche con cultivo de células Hep2

b) Medio de Leibovitz con 6% de suero de ternera y 2% de an

tibi6ticos . 

c) Tripsina- verseno. 

d) Pipetas graduadas. 

1) Seleccionar al microscopio la botella que se ira a utilizar - 

observando que el tejido se encuentre en perfectas condicio

nes. 

2) Desechar el medio que contiene la botella. 

3) Agregar 2 ml de una mezcla de tripsina- verseno de la si— 

guente composición

Tripsina ( 1 250) ........................ 0. 25 G

Verseno ( EDTA dis6dico) ............... 0. 02 g

PBS ( Dulbecco) .......... Cbp. 100 ml

Esterilizar por filtración y guardar a - 20° C

4) Después de 1- 2 minutos a temperatura de 37° C decantar la

tripsina- verseno y agregar otros 0. 5 ml de tripsina- verseno

nueva. 
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5) Colocar. en la estufa hasta el desprendimiento total de la - 

capa celular. 

6) Agregar 3. 5 ml de medio de Leibovitz ( L- 15 más 2% de - 

antibióticos), para la disgregacii' total de las células por

medio de pipeteo continuo y enérgico. 

7) Ya lograda una suspensión unicelular se pasa al conteo de

células. 



1) 

2) 

3) 

4) 

5) 
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CONTEO DE CELULAS

MATERIAL NECESARIO: 

a) Suspensión unicelular de células Hep -2

b) Rojo neutro diluido 1: 500 en soluci6n de Hanks; 

c) Tubo de ensaye de 13 x 100 mm. 

d) Pipeta Pasteur. 

e) Cámara de Newbauer. 

En un tubo de ensaye de 13 x 100 mm. medir 0. 8 ml de - 

la suspensión unicelular obtenida en el paso anterior, agre

gar 0. 2 ml. de rojo neutro diluido 1: 500. 

Agitar vigorosamente y dejar reposar 5 minutos. 

Con una pipeta Pasteur llenar la cámara cuenta glóbulos. 

Esperar 1- 2 minutos y contar las células en los 5 cuadros

grandes incluyendo las células que se encuentren sobra las

líneas de arriba y de la derecha. Los núcleos de las cé- 

lulas viables se tiñen de rojo. 

El cálculo se hace de la manera siguente: 

Número de células Dilución

x x 2000

en los 5 cuadros. inicial

Números de células deseadas/ ml

Volumen final a que se debe llevar la dilución inicial para

tener la concentración de células deseadas/ ml. 
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TITULACICN DEL VIRUS

MATERIAL NECESARIO: 

1) Placas desechables de vinilo, de 96 cavidades, con - 

fondo ( Limbro). Las placas requieren de un trata- 

miento previo, que consiste en lo siguiente: las pla- 

cas son colocadas en un recipiente con alcohol etílíco

Q. P. al 70% de manera que sean bañadas totalmente

durante 24 horas mínimo, al término de las cuales se

lavan perfectamente con agua de la llave unas 10 a 15

veces , y después con agua destilada más o menos las

mismas veces; se dejan secar perfectamente y se colo

can bajo la campana de luz ultravioleta cuando menos

por 4 horas. Después se guardan en bolsas de polie- 

tileno también esterilizadas para su posterior utiliza- 

ción. 

2) Pipetas de polietileno con punta calibrada ( Cooke Engi

neering CO) de 0. 025 ml, esterilizadas en autoclave. 

3) Microdilutores ( Limbro) de 0. 025 ml esterilizados a la

fama . 

4) Medio de Leibovitz con 6% de suero de ternera ( S. T.) 

adicionado de 2% de antibióticos ( penicilina -estreptomi- 

cina) previa esterilización por filtración. 
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5) Suspensio, ce células Hep -2, conteniendo 400, 000 cé

lu las/ m l . 

Todo el material utilizado debe manejarse bajo rigurosa -- 
asépsia, 

para lo cual se utilizó una campara de flujo laminar. 
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TITULACION DE LA SUSPENSION VIRAL

1) 
Colocar 2 gotas (0. 050 m1) de medio diluyente ( L- 15 más 2% 

de antibióticos) en cada una de las cavidades de la placa, - 
usando pipeta calibrada de 0.-". 5 ml . 

2) 

Agregar una gota de la suspensión viral que se va a titular
en las cavidades de la fila A, con pipeta calibrada. 

3) 

Sumergir los microdilutores de 0. 025 ml en las cavidades de
la fila A, 

y mezclar rotando de 10 a 15 veces. 
4) 

Pasar los microdilutores a la fila B y mezclar en la misma
forma. 

5) 
Repetir la misma operación hasta la fila H. 

6) Después de mezclar en la fila H, 
sacar los microdilutores y

secarlos con papel absorbente, enjuagar con agua destilada, 

después con alcohol y finalmente pasarlos por la flama hasta
el rojo . 

7) 

Agregar 2 gotas ( 0. 050 ml) de la suspensión de células Hep -2
400, 00o cél ./

ml) a cada una de las cavidades de la placa. 
8) 

Las placas se cubren con papel plástico transparente flexible

y se colocan en charolas cuyo fondo tenga un lienzo húmedo; 

se cubren con otra charola invertida y se incuban a 350C du- 
rante 7 días. 

9) Al término del periodo de incubaci6n, cada cavidad se observa

al microscopio para detectar el efecto citopatog6nico típico del
virus; las cavidades que muestran dicho efecto se consideran
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positivas. Para mayor seguridad en los datos, las D] acas

se observaron cada tercer día. 

10) Se hicieron testigos positivos y testigo de células pare detec

tar cualquier citotoxicidad que pudiere contener el suero lo

cual implicaria un efecto citopatogénico debido al suero y no
al antígeno. 
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CÁLCULOS PARA DETERMINAR EL TITULO DEL VIRUS

En biología cuantitativa, el punto final es usualmente toman- 

do como la dilución a la cual el 50% de los animales de prueba ha

muerto. Cuando se utilizan cultivos celulares parta cuantificar la in

fectividad viral, el concepto DICT50 ( dosis infectantes para cultivo de

tejido al 50%) representa la cantidad de virus capaz de producir efec

to citopatogénico en el 50% de los cultivos. 

La fórmula utilizada por Kárber ( 41) pare calcular el titulo

de una suspensión viral es la siguiente: 

Log . Log . de la P1 + P2 + R + - 0. 5 log . de

T1 T2 T3
título dil. más baja la dil. 

donde: 

P1/ T1 _ 
Número de cavidades positivas ( en cada dil.) 
Número total de cavidades ino- 

culadas. 

no- 

culadas. 

ejemplo: 

Dil. del virus P/ T

104. 5
5/ 5

10- 5. 0 5/ 5

10- 5. 5 5/ 5

10.
0

4/ 5

10- 6. 5 0/ 5

10- 7. 0 2/ 5

10- 7. 5 0/ 5

1d- 8. 0
0/ 5
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Log. 

40 - 

Log. del

4.

5125+ I+ 5+ 4+ O + 2 } O 4»«2- O. 5 0. 5
titulo. 5 5 5 5 5 5 5

Log .. de 1

4. 5 1 + 1 + 0. 8+ O+ 0. 4+ 0+ 0E 0. 5] 0. 5

titulo. 

Log. del, 

4. 5 4. 2- 0. 5] 0. 5

título. 

Log. del

4. 5 3.

71
0. 5

ttt, to. 

Log. del

4. 5 f .851titulo. L

Log. del

titulo. 
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MATERIAL NECESARIO PARA LA PRUEBA DE

NEUTRALIZACION

Se utiliza el mismo que se emple6 para la titulación dei vi

CALCULOS QUE SE EMPLEAN PARA DETERMINAR

LA DILUCICN QUE SE NECESITA DEL VIRUS PARA

TENER LA DOSIS INFECTIVA DESEADA. 

Tí'tulo del virus - log. de 200

Donde 200 es el número de dosis infectivas que se necesitan, 

que se reducen a 100 DICT50 al mezclarse con un volumen igual de

suero. 

Antilog, de la mantisa de la resta anterior = X

1: X = Diluci6n que se necesita hacer del virus para obtener

las 200 DICTSO por unidad de volumen. 

ejemplo: 

Titulo del virus - 6. 35

Log. de 200 - 2. 3

4. 05

Antilog, de 0. 05 = 0. 1122

Dilución que se necesita = 11 11, 000
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Manera de hacer la dilución: 

VIRUS

1. 0 ml

0. 2 ml Dil. 1: 1. 1) ..... 

0. 2 ml Dil. 1: • 11) ...... 

0. 2 mi Dil. 1: 110) ..... 

0. 2 ml Dil. 1: 1100) .... 

DILUYENTE DI L. FINAL

0. 1 ml .......... 1: 1. 1

1. 8 ml

1. 8 ml .......... 1: 110. 

1. 8 ml .......... 1: 1100

1. 8 ml .......... 1: 11, 000
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PRUEBA DE NEUTRgLIZACION

1) 

El suero es inactivado por calentamiento a 56° C por 30 mi- 

nutos con el objeto de eliminar inhibidores inespecíficos ter
molábites . 

2) 

Colocar 3 gotas ( 0. 075 ml) del medio diluyente en el total de

las cavidades de la placa usando pipeta con punta calibrada. 
3) 

Colocar 1 gota ( 0. 025 ml) del suero que se desea titular en
dos cavidades de la fila A. 

4) 

Sumergir los microdilutores estériles en las cavidades donde
se colocó el suero, mezclar con movimientos rotatorios de

10 a 15 veces, teniéndose as¡ una díluci6n 1: 4. 

5) 

Pasar los microdilutores a la fila B y mezclar en la misma
forma, obteniéndose una diluci6n 1: 16. 

6) Hacer lo mismo en la fila C, teniéndose una dilución 1: 64, 

y para la fila D una dilución 1: 256. 

7) Descargar los microdilutores, enjuagar con agua destilada, 

sumergir en alcohol y pasar por la flama. 

8) A cada dilución agregar una cantidad constante de virus, pa

ra este caso 200 DICT50, de tal manera que la concentra-- 

cí6n final del virus sea de 100 DICT50- 
9) 

Mezclar con cuidado el contenido y dejar las placas a tempe

ratura ambiente por un.a hora para que se realice la neutra- 

lizaci6n del virus. 
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10) Al término del tiempo, agregar 1 gota de la suspensión de

células Hep- 2. 

11) 

Cubrir las placas con papel transparente flexible y previa- 
mente esterilizado. 

12) 

Colocar las placas en charolas con fondo húmedo y tapadas
e incubar a 350C durante 7 días. 

Con el objeto de tener la seguridad de haber utilizado la - 
can- tidad adecuada de virus, en cada prueba se efectúa la

titulaci6n de la dilución con la que se trabajó, la misma - 

forma que se decribi6 anteriormente. 

La observaci6n de la placas al microscopio invertido para
detectar el efecto citopatogénico se hizo cada tercer día, a partir - 

de montada la prueba, hasta completar 7 días. En las cabidades — 

donde el virus fue neutralizado por anticuerpos específicos, las cé- 

lulas formaron una capa confluente observable con un aumento de 80
veces ( microscopio Zeiss invertido, ocular 8x, objetivo 10/ 0. 22). 

En células Hep- 2 el virus de vaccinia produce ECP que se caracteri
za por células redondas, de mayor tamaño que las normales, turgen

tes, con membrana gruesa, 
al principio agrupadas como racimos; al

cabo de 4- 5 días la destrucci6n es practicamente total. 

Para la determinación cuantitativa se consideraron negativas
las diluciones que no mostraron efecto citopatogénico, siendo el titu_ 

lo de anticuerpos especíiticos la máxima diluci6n a la cual no se ob- 
serv6 efecto citopatogénico. 



Para un mejor entendimiento observar el esquema 1 y 2 , así co, 

mo la Figura 1. 

Es de hacerse notar que para fines de interpretación se - 

ha tomado la dilución 1: 4 como negativa, ira que se considera que

un título as¡ es demasiado bajo por la técnica de neutralización. 



ESQUEMA N° 1

INTERPRETACION DE RESULTADOS

TITULO DE ANTICUERPOS ESPECIFIC0S

DILU- 
TESTIGO DECION. SI SI S2 S2 1 S3 S3 S4 1 S4 CELULA

IA O O O O O O O O O O
1: 16 O O O ( 1) ( 1) ( 1) 0 O ( 1) ( E) 

1: 64 O O O O O O O O O
1. 256 O O O O 0 O O O O _ 

TITULn > 1: 25G 1: 128 1: 64 1; IG

CELULAS CON E C P

CELULAS SIN ECP



ESQUEMA Nº 2

ESQUEMA REPRESENTATIVO DE LA TECNICA DE NEUTRALIZACION

0 :025mLc/ u. l i
I0025m1

0. 025 ml. (c/ u) 

I.- MEDIO DE LEIBOVITZ. 
2r -- . SUERO PROBLEMA INACTIVADO 30MinA56° C. 
3------------- ANTIGENO ( VIRUS DE VACCINIA) 
4 ------------- SUSPENSION DE CELULAS Hep. -2

mi. ( c/ u) 

0. 025 mi. 



F I GU RA Nº 1

ESQUEMA DE LA MANIPULACION PARA LA TECNICA DE NEUTRALIZACION

MICRODILUTORES

o O
00000

00000
00000

AGITACION CON

O O O OMOVIMIENTOS

ROTATORIOS O O O O O
O O O O

uu O O 0 0 0-7

I• 2• 3• 

SUEROS INACTIVADOS

PASAR A

LA SIGUIEN- 

TE HILERA. 
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r-AQ{PIITUIL® IIIIII

RESULTADOS Y DISCUSION

El convecimiento de que la viruela será la primera enfer- 

medad infecciosa erradicada de la tierra se basa en la convicción, 

sostenida por la Organización Mundial de la Salud, de que la dis- 

minución en el número de casos se ha sostenido en una forma muy

significativa desde hace no menos de 10 años. De hecho l3 Asam- 

blea Mundial de la Salud decidió en 1958, por primera vez, errad¡ 

car la viruela, y en 1966 estableci6 una fecha límite para eliminar

la totalmente: el año de 1976. 

Si bien los programas de la OMS han sido particularmente

efectivos y, como ya se indico' anteriormente, solo quedan unos - 

cuantos focos endémicos de la enfermedad en regiones conocidas, 

es necesario reconocer lo inconveniente de adoptar una posición ex

cesivamente optimista en cuanto a la desaparición de la viruela a

nivel mundial. En las condiciones actuales la diseminación del vi- 

rus a partir de un foco endémico, por lejano que esté, es factible

por el desarrollo de las comunicaciones internacionales. Parece

más adecuado asumir una actitud cautelosa y no abandonar aún la

vacunación ni la vigilancia epidemiológica. Esta manera de pensar

es compartida por muchos expertos internacionales y una prueba de

ello es que siguen apareciendo en la literatura especializada traba- 
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jos sobre nuevos tipos de vacunas antivariolosas ( 34, 35), sobre a- 

delantos tecnológicos en relación a ciertas características de las — 

vacunas en uso ( por ejemplo, el efecto de la húmedad residual en - 

vacuna liofilizada y su estabilidad a diferentes temperaturas ( 42, 43) 

y sobre la respuesta antigénica a la vacuna antivariolosa combinada

con otros agentes inmunizantes . 



CWAADRO Nm 4

PREVALENCIA DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES CONTRA EL VIRUS DE VACCINIA. 

E D A D NEG. 1: 4 1: 16 1: 64 1: 256 TOTAL

0- 6 meses 6 5 4 3 9 27
7 - 12 meses 3 1 3 4

59. 3

1
5 16 75. 0

año 13 11 13 11 16 64 62. 5
2 años 11 6 9 16 18 60 71. 7
3 años 12 11 15 10 13 61 62. 3
4 años 11 11 11 12 10 55 60. 0
5 años 11 3 9 18 8 49 71
6 años 3 4 8 12 19 46

4

64. 8
7 años 4 2 6 13 11 36 83. 3
8 años 4 4 10 11 5 34 76. 5
9 años 2 1 5 7 16 31 90. 3

T o t a l 80 59 93 117 130 479 70. 4
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SEROPOSITIVIDAD EN DIFERENTES ETAPAS

E D A D N° DE

MUESTRAS

TOTAL

LACTANTES MENORES 16 27 59. 3

LACTANTES MAYORES 12 16 75. 0

PRE—ESCOLARES 189 289 65. 3

E S C O L A R E S 123 147 83. 6

T 0 T A L 340 479 70. 4
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Las consideraciones anteriores establecen claramente la' - 

necesidad de definir en forma peri6dica las condiciones seroepide- 

miol6gicas prevalec ¡entes. En nuestro país la viruela fue erradi- 

cada hace más de 20 años, por lo cual la vigilancia epidamiol6gi- 

ca se ha reducido a el control sanitario de inmigrantes y de viaje
ros, 

estableciendo así una barrera a la introducción de virus, pe- 

ro obviamente no hay datos de tipo epidemiológico que nos permi- 

tan conocer el estado inmunitario de la poblaci6n. Por considerar

que esto constituye una laguna importante en nuestros conocimientos

sobre la situación seroepidemiol6gica de la viruela, se realizo es

ta encuesta de anticuerpos contra el virus de vaccinia en un gru- 

po de niños representativo de la población infantil de la Ciudad de

México, 
cuyos resultados se encuentran en los cuadros 4 y 5. En

el cuadro 4 se presentan los resultados por grupos de edad y se- 

gún los títulos de anticuerpos neutralizantes, y en el cuadro núme- 

ro 5 se muestran la proporción de seropositividad por etapas de la

niñez. Los resultados de este trabajo indican una protección fran- 

camente alta sobre todo a nivel de escolares ( 83. 6%), que incluye a

los niños de 6 a 9 años de edad. Tal parecería que en los lactantes

menores ( 0 a 6 meses de edad) una buena parte muestra títulos de

anticuerpos compatibles con la presencia de anticuerpos heredados - 

de la madre, y que el 40% de los mismos ya perdi6 esa protecci6n

y no ha sido vacunado todavía. En el grupo de lactantes mayores - 

se aprecia un incremento de seropositividad que alcanza el 75% 
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si bien se trata de un grupo pequeño ( 16 casos) y la diferencia tal

vez no sea significativa, también podría pensarse en que sea más

frecuente la vacunaci6n en lactantes mayores que en lactantes me- 

nores, lo cual es congruente con la recomendaci6n oficial de apli- 

car la vacuna antivariolosa alrededor dei año de edad. El hallazgo

de un 65. 3% de pre -escolares ( 1 a 5 años) seropositivos podría -- 

quiza interpretarse como consecuencia de una diminución en la ac

tividad inmunizante a nivel individual, es decir, en niños que son

llevados por la madre a un centro de vacunaci6n, ya que en el -- 

último grupo ( escolares de 6 a 9 años) se encontró un importante

aumento en la prevalencia de seropositivos ( 83. 6%), y es bien sa- 

bido que los programas de vacunaci6n antivariolosa en las prima- 

rias ha sido sostenidos con razonable regularidad. Es de creerse

que nuestros datos serol6gicos apoyan lo anterior. 

De este estudio se desprende que la población objeto de la

encuesta presenta un nivel de inmunidad contra la viruela relativa- 

mente alto ( 70. 41% en total), cifra que no se esperaba de acuerdo a

la informaci6n de Calderón y colaboradores ( 6); sin embargo cabe

hacer notar que en dicho estudio los datos serol6gicos fueron obte- 

nidos en muestras de adultos ( 
14 a 45 años de edad), y que se

utilizo él método de inhibición de la hemaglutinaci6n. No puede des

cartarse la posibilidad de que una encuesta en adultos, utilizando

el método de neutralización descrito en este trabajo arroje resulta

dos similares a los de Calder6n y colaboradores. 
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Para mayor objetividad en la presentación de nuestros resul- 

tados se prepararon los histogramas de frecuencia ( Fig. 2 y 3) en los

que se aprecia claramente las variaciones ya analizadas de los niveles

de seropositividad . 

A pesar de que la muestra estudiada presenta niveles de pro

tección contra la viruela relativamente altos, y en tanto no transcu— 

rra algún tiempo ( 3 años?, 5años?, 10años?,) de erradicación com— 

pleta de la enfermedad en todo el mundo, consideramos conveniente - 

recomendar que no se interrumpa la vacunación antivariolosa por aho

ra y, de ser posible que se intensifique en los pre -escolares, ya sea

que se trate de vacunación o de revacunación. 



73 - 

CAPII -Ir llU [ LO RV

CONCLUSIONES

Desde el punto de vista práctico, el método de neutralización en

microplaca parece ser muy satisfactorio por su excelente repro

ducibilidad, por su sencillez técnica y por la economía conside- 

rable en tiempo, material de laboratorio y reactivos biológicos. 

la adaptación de los cultivos celulares a las condiciones adecua

das parta la prueba no ofreci6 mayores dificultades. 

3).- Los resultados indican niveles de protección francamente satis

factorios para los grupos de edad estudiados; queda la impre- 

si6n de que se ha conservado una actividad importante en cuan

to a vacunación antivariolosa en escolares y pre -escolares. 

4).- Se cree necesario realizar una encuesta serol6gica en indivi- 

duos de mayor edad, utilizando la misma metodología, a fin

de tener un conocimiento más completo sobre el estado inmu

nitario de la poblaci6n general contra la viruela. 

5).- Se considera conveniente recomendar que se continúe la apli- 

caci6n de la vacuna antivariolosa por algunos años más, a pe

sar de que la enfermedad parece encontrarse muy cerca de

la erradicación total. 
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