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' 1 N T R O O U e e 1 O N 

La Influenza, llamada también gripe, se considera actual­

mente como la única enfermedad infecciosa capaz de dar lu 

gar a grandes epidemias aún en países con altos niveles 

de Salud Púo_l lea, llegando incluso al grado de producir 

pandemias, de las cuales se han registrado cinco en el 

transcurso de este siglo. Esta enfermedad es más peligro­

sa de lo que generalmente se cree, y por esta razón ha o­

riginado grande~ polémicas. 

Ver9er y Ausina ban propuesto la siguiente definición: 11 La 

gripe o Influenza es una enfermedad infecciosa, contagiosa 

por vía aérea, producida por un grupo de vi rus. Se presen-
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ta en general en forma de epidemias y con una sintomatolo­

gía característica: comienzo súbito, dolor de cabeza, fie­

bre elevada, "trancazo" y afectación de las vías respirato­

rias (nariz, laringe, tráquea y bronquios). Suele evolucio­

nar hasta la curación espont§nea en 3 a H días, pero en an­

cianos, niños pequeños y en enfermos crónicos puede ser 

g r a v e 11 (J O I . 

El amplio espectro de la sintomatología ctrnica de esta en­

fermedad, ha dado lugar a confusiones respecto al diagnós­

tico de otras infecciones de las vías respiratorias, cali­

flcándolas. erróneamente como "gripe••. El término Influenza 

dedva de la palalira italiana que s i gnifica influencia· o 

lnflujo; ~e propuso este nombre ya que se cr~ía que los 

cuerpos celeste~ o el frfo influían en la aparición de e­

pidem t as de esta enfermedad. Sin em5.argo, el término gri­

pe se usa m~s comúnmente y proviene del francés 11 grippe 11 

Ccatarrol. (JO}_. 

Ori.gi:nalmente ~e señaló a la ó.acteri.a ~J!ldphi tus inftuenzae 

como ~1 agente causal de esta enfermedad infecciosa, debi­

do a que fue aislada de las secreciones de las vías respi­

r~tori:a.s· durante la pandemia de l889_. Posteriormente, en 

la pandemla de J9_l8, Ni col le y Leval ly demostraron que el 

a ~en t e e t i: o 1 ó ~ i: e o n o e r a u n a b. a e t e r i a s i n o un v i r u s f i 1 t r a -

51e, Tr anscurrteron varios años y en 1933, Smitb, Andrews 

y Lai:dlaw, ai. slaron el virus de la Influenza tipo A en el 
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hu r ó n . E 1 t i p o. B de 1 v ¡ rus fu e a i s 1 a do en J 9 4 O por F r a n e i s 

y Magill, y el tipo e en 1949 por Taylor UOl. 

De forma paralela a estas investigaciones, Burnet en 1940 , 

logró culti·var el vl'rus en emb. rión de pollo y un año des- . 

puEs Htrst demostró que estos viru~ ~on capaces de agluti­

nar los glóbu1os rojos de pollo, y en ' base a esta propie­

dad se desarroll~ron m€todos serológicos para detectar a 

1 o s i n d t y i. d u o s a f e e t a d o s p o r e 1 v i. r u s . (5 , l O l . 

Actualmente los vi: ru~ de la Influenza ~e clasi. fican en la 

fami'Ha Ortbomy·xoviridae, término adoptado para indicar su 

afinidad por las glucoprotefnas. 

Estos ~lrus ~on esféricos, poseen una envoltura sensible 

al &ter carente de rigidez, responsable del pleomorfismo 

que ~e observa en el primer aislamiento, la cual está cons­

tttuTd~ por protetnas y lfpidos y encierra la nucleocápside 

de stroetrfa ~eltcot· dal. De la envoltura se proyectan hacia 

el extertor las llamadas espfculas, las cuales consisten de 

trfmeros ae ~emagluttn{'na (con aspecto de bastoncillos de 

secctón tr(angularL y tetr~meros de neuraminidasa (con for­

ma de B .ongo~ una porción esférica dentro de la envoltura, 

un tallo y una cabeza oblonga}. El centro o nGcleo consiste 

de la protefna M y la nucleopro.teT'na que· contiene el genoma 

de RNA. En oase a la nucleoprotelna se clasifican en tres 

tipos:. A, By e, y no existe. reacción cruzada entre ellos 

O ,4L 
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Por la técnica de microscopía electrónica de transmisión 

dispersa, se ha determinado que la masa promedio del vi­

rus completo es de 174 x 10 6 daltons, y la de los virus a 

los que se les nan removido las espículas, de 86 x 10 6 

daltons. El número de espículas par a el virus intacto, se 

ha estimado entre 400 y 500 por la d iferencia entre la ma-

sa y el peso molecular conocido de las mismas. Por el mis-

mo método $e a asumido que el espesor es de 60 nm, el diá-

metro para las pa r tículas intactas de 1l6 nm y para las par­

' tfculas li~res de espTculas, de 8~ nm. Sin embargo, no exis-

te un acuerdo general en cuanto a tamaño, forma y composi-

ci6n exacta de los virus (8l. 

El genoma del virus de la Influenza consiste de 8 segmen-

tos distintos de RNA de tira única, cada uno de los cuales 

codiftca una protefna: Pl, P2 y P3, prote(nas de alto peso 

molecular que ~on componentes secundartos de la nucleoc§p-

side y partici:pan en la replicación y transcripción del 

RNA; la protefna NP que es el componente principal de la 

nucleocápsjde; la proteína M Cmatrizl asociada con el la­

do i n te r no de 1 a en v o 1 t u r a ; 1 a he m a g 1 u t i n i. n a {_HA 1 y 1 a n e u -

raminldasa (NAl, dos glucoprotefnas que componen las espf-

culas y la proteTna NS cuya funci6n se desconoce (4). 

Desde el punto de vista inmuno16gfco, los componentes de 

mayor importancia son la HA y la NA, debido a que los anti­

cuerpos dirigidos hacia las demás proteínas no proporcionan 
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protección contra la infección, Esto~ do~ ant\genos son los 

que caracterizan los di.ferentes suotipo~ de los virus A y B 

de la gripe. Los cambios importantes en uno de estos antf­

genos o en amElo~, ~on los que bqcen que un y¡ rus sea 11 nue­

V011 para un organismo ya inmuni.zado (JL 

La HA es res.ponsalile de la especifi·ctdad anttsén{ca, de la 

adherencia del viru~ a la célula hu!sped que favorece léls 

primeras etapas de la infección y de la a~lutinación de los 

glóbulos rojos de pollo y de otra~ e~peci:es. , Esta últ {ma 

propiedad, llamada liemaglutinaci.ón, refleja el hecó.o de que 

esos eritrocitos poseen receptores. para clertos componentes 

de la HA de las partlculas virales. .. 

La NA es una enzi.ma similar a la del Vi5fto· ·c'ho.l'e·rae Cenzi .. 

ma de~tructora de receptoresl, que ~tdroltz~ el enlace §ci­

do N-acettlneuramlnicoo:-galactosa al final de las cadenas 

del oligosa. c_~ri. do de las. gl~Jcoprote ft n~:p:( ' y·i llpi. dos. . de .· .· . la mem- · 

hr~na de la cilula hu¡sped, lifierando de e~ta manera~ icido 

N-acetilneurarotnico (4l, 

Las KA poseen una fuerte afinidad por los residuos de leido 

N.-acettlneuram(n{co':'galactosa, por lo tanto, destruyendo 

los agregados forméldos por e~te antfgeno por roedfo de la 

NA, se favorece léi!. 1 ió.eración de los vi.rus. que de otra ma­

nera no ocurrirta o serf~n realisorfiidos inmediatamente des­

puis de este proceso, Debido a ªsto, la función primaria 
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de la NA parece ser la de permitir la 1 iberación de las 

partículas virales formadas en la célula parasitada, fa­

voreciéndo así la diseminación de la infección . (.1 ,4,5). 

Los virus de la Influenza presentan dos tipos de variacio­

nes en sus antígenos superficiales. El primer tipo de va­

riación, 1 lamado cambio antigénico menor (driftl, consisie 

en una serie de alteraciones menores de los determinantes 

antigénicos, tanto de la HA como de la NA. La segunda va­

riación o cambio antigénico mayor (sóiftl, implica la apa­

rlción de una nueva espícula de KA y/o NA. Ambos tipos de 

variación se oúservan en los virus de la Influenza tipo A, 

y en los vlrus t(po a sólo se ha detectado el cambio anti­

génico menor. Por esta razón los virus ti:po A son los res­

ponsa&les de todas las pandemias reglstradas (5}. 

A p~rti: r de J9]2, 1~ Organi:zactón Mundi:al de la Salud, ha 

designado una nueva nomenclatura para estos virus, basada 

en sus anttgenos HA y NA, permltiéndo as{ la uniformidad 

en su descr.ipclón. Primerose i.ndica el t(po A, B ·oC, de 

~cuerdo a 1~ rióonucleoproteína. Enseguida se consigna el 

huésped no bumano · del cual se óa alslado la cepa, origen 

geogr§.fico, nOmero de la cepa y fecha de su atslamiento, 

Además par~ el virus A, se señala entre paréntesis el ca­

rficter ant(génico de · la HA y NA ~ Como ejemplos se pueden 

citar las cepas; A/Filipinas/82 CHJN2)_, A/Cf.lile/83 (HJNJ) 

y B/URSSI79; las cuales se encuentran ctrculando actual-
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mente ( 1 O) • 

Una epidemia de Influenza se inicia cuando el virus sufre 

un cambio antigénico menor en sus antígenos de superficie, 

particularmente en la molécula de HA y la poblaci6n no po­

see anticuerpos contra él o son escqsos. Por otra parte, 

si el virus expe d menta un cambio antigénico mayor, apare­

cerá como consecuencia una nueva cepa pandémica, ya que 

los lndlviduos no po5eerán anticuerpos contra la espícula 

de HA y/o NA (5,10), 

El dlagnó5tlc9 de ·la Influenza se puede realizar por medio 

del aislamiento del virus de lavados nasales o faríngeos 

en emQr{ón de poll9 o cultivos de células, o por la deter­

mtnaci.ón del trtulo 1· de : anticuerpos. 

Para · lograr la recuperación del viru5, la muestra se toma 

dentro de los tre5 dfas siguiente5 al comienzo de la enfer­

med~d y se trata con antibióticos. A continuación, se ino­

cula en la5 cav~dades amniótica y alantoidea del embrión de 

pollo de JO dras y se incuba a 33<>c por 3 d{as, al cabo de 

los cuale~ se ejecutan pruebas · de bemaglutlnación con gló­

bulos rojos de pollo. Si dichas pruebas son negativas, se 

repiten al menos dos pasajes en embriones nuevos. En caso 

de bemaglutinación positiva, el virus se identifica por la 

técnica de inhibición de la hemagluti nación (IHA) con an­

tlsueros especfficos (3,71. 
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.. 

El método más utilizado para el diagnóstico serológico es 

la IHA, por medio de la cual se cuantifican los anticuer­

pos en los sueros del paciente obtenidos en la fase aguda 

de la enfermedad y durante la convalescencia. Se conside­

ra un diagnóstico positivo cuando se demuestra un aumento 

de 4 veces en el título de anticuerpos (2). 

la IHA consiste en la unión de los anticuerpos presentes 

en el suero del paciente con la hemaglutinina viral, impi­

diendo de esta forma la aglutinación de los glóbulos rojos 

de pollo {_2). 

Esta prueba posee varios problemas prácticos: los inhibi­

dores no especfficos contenidos ~n los sueros conducen a 

resultados falsos positivos, causando errores en la iden­

tificación del nuevo virus; la IHA puede resultar positi­

V9 por la presencia de anticuerpos contra la NA o contra 

antígenos del propio huésped. la lectura no objetiva del 

resultado es otra fuente de error, ya que el arreglo de los 

patrones de los glóbulos rojos norma l es en presencia de al­

t9S concentraciones de proteínas en sueros muy diluíaos, se 

pueaen malinterpretar como inhibición. Por Gltimo, su tiem­

po de ejecución es larg~ para el propósito de administrar 

un tratamiento rápido al paciente {_2) . 

Debido a que el diagnóstico de Influenza consume mucho tiem­

po, hay mucho interés y actividad en .. el desarrollo de téc-
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nicas para acelerarlo, lo cual permit i ría la administración 

del tratamiento adecuado a los pacien t es o sus contactos y 

el control de la enfermedad en la comunidad. El mayor énfa-

sis se ha dado a las técnicas que permiten la detección vi-

1 
ral directamente en el especimen clínico, ya que ésto evi-

taría la necesidad de cultivar el agente {9). 

Los métodos directos usados para la detección viral inclu-

yen la microscopía electrónica y varios inmunoensayos basa-

dos en demostrar la reactivid~d del a n tígeno viral en la 

muestra clinica con un antisuero viral conocido. El uso de 

inmunoensayos para la identificación más rápida de virus 

aislados en embriones de pollo y para la detección selecti-

va del antígeno viral en cultivos de células inoculados aún 

antes de que los agentes produzcan un efecto observable, ha 

s i d o un a v 9 n e e i m p o r t a n t e .en e 1 d i a g n 6 s t i e o de 1 a 1 n f 1 u e n -

za (9). 

Entre los métodos de inmunoensayo más recientes, se encuen-

t r a e 1 d e E L 1 S A . (_ E n z y m e - 1 i n k e d 1 m m u n o so ·r be n t As s a y ) , e 1 e u a 1 

está siendo utilizado para la . detección directa de antíge-

nos virales en líquidos corporales. Las ventajas de este en~ 

sayo incluyen un alto grado de séns ~ bi 1 idad que resulta de 

la ampl ificaci6n de la reacc i ón enzi·ma-sustrato, el uso de 

puntos finales o~jetlvos sin necesidad de radioactividad y 

un tiempo de ejecución relativamente corto (12}. 
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En la técnica ELISA se usan lnmunorreactivos unidos a una 

enzima y enlazados a una fase sólida por una serie de reac­

ciones antTgeno-anticuerpo, las cuales se miden ppr una 

reacción enzima-sustrato (12). 

Debido a que las enzimas usadas en este ensayo son estables 

bajo una variedad de condiciones de almacenamiento, los in­

munorreactivos marcados con enz ·ima pueden ser conservados 

por largos períodos. Además, estas enzi.mas catal izan reac­

ciones que resultan en la generación de productos colorea­

dos, lo cual se vuelve una ventaja sofire las otras técnicas 

Caglut{'naci.ón, radioactividad, lHA, etc.l, porque las reac­

ciones antígeno-qnticuerpo pueden ser medidas objetivamente 

en un espectrofotómetro lll,l2l. 

En ELtSA, como ensayo para detectar ant{geno en las muestras 

cltnicas, se une un anticuerpo no marcado a una fase sólida 

tal como la cavidad de una placa de microtitulación; esta 

unión puede ser por simple adsorción de la inmunoglobuli­

na. a lq fase sólida o por la formación de un enlace covalen­

te. Después de este procedimiento, la fase sólida puede con;­

servarse h.asta su uso poste.rior (JJ ,J2L 

Cuando se oót{ene la muestra clínica, ésta se añade a la fa~ 

se sól id~ y se incuba para luego añadi. r el anticuerpo marca­

do con la enzima, el cual reaccionará con el antígeno si se 

encuentra presente. Posteriormente se añade el sustrato de 

- lO -



la enzima y la reacci6n enzima-sustrato se mide cuantifl-

cando los productos generados. La concentraci6n de dichos 

productos es proporcional a la del antígeno en el especi-

men clínico. Por lo tanto, la cantidad de antígeno se de-

termina por compar~ción de la reactividad del especimen de 

prueba con la de los controles positivo y negativo adecua-

dos (12}. 

En frase . a lo anterlor, el prop6sito del presente trabajo 

es estandarizar un ensayo inmunoenzim&tico (ELtSA) para el 

dlagn6stlco de la tnfluenza. 

BTBITO!te'A 
- 1 1 -
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M A T E R 1 A L E S Y M E T O D O S 

La estandarizaci6n del ensayo inmunoenzlmStico para el 

diagnó~ti. cQ de tnfluenzª se lleyó a c~. Eio en el Lallor~to .. 

rio de Microb.t9lo~ra - de la Divi~i6n de Ctencl:as· Naturales 

y Exactas de 1, Unlver~ldad de Monterrey, dur~nte lo' me­

~e~ de fe~rero a A[ril de l985. 

P~r~ la rea. l {zaci_ón de este e~tudi. o, se uti 1 tzó una cepa 

del vi.rus de la. t- nfluenza A./Brasill77 CEUNJ1,. ejecutando .. 

se l~s técnic~s descritas a continuación~ 
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INMUNIZAClON DEL CONEJO PARA LA OBTENCION DE ANTICUERPOS: 

1. Rasurar la espalda del conejo. 

2. Emulsificar el antígeno con el adyuvante completo de 

Freund (SIGMA), en una proporción 1:2. 

3. Inocular e 1 conejo i ntradérmi camente en sitios múl ti­

ples. 

4. Dejar transcurrir dos semanas. 

5. Emulsif{car ; el antígeno con el adyuvante incompleto 

de Freund (StGMA), en una proporción 1:2. 

6. Inocular el conejo intradérmicamente en sitios múlti­

ples. 

]. Dejar transcurrir dos semanas. 

8. tnocular intraperitonealmente j nn del antl'geno dilui­

d o en ~o 1 u e i ón s a 1 i na esté r i 1 lR- 6 C l . 

9 .. Dejar transcurrir dos semanas. 

' 

lO • . O&tener 20 ml de sangre e inocular intraperitonealmen-
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mecánico y agregar a cada cavidad 0.05 ml de una 

suspensión de eritrocitos de pollo al 0.5% (R-3). 

5. Incubar la placa a temperatura ambiente (25°C), 

hasta que las células de las cavidades del control 

de eritrocitos formen un modelo negativo compacto. 

(.Usualmente 30 min.). 

6. Leer y r egistrar los mo delos celulares en la base 

de las cavidades. (Leer Inmediatamente ya que los 

virus pueden eluirse de los eritrocitos y cambiar 

• los patrones de bemaglutinaciónl. 

7 • L a ú 1 t t m a e a v i d a d (_ 1 ·a d { 1 u e i ó n m á 5 ~ 1 t a d e 1 v i r u s } 

que muestre hemaglutinación completa es el punto 

final de la titulación. 

8. Determina_r · la di: luc ~' ón del antfgeno que contiene 

4 unidades bemaglutinantes . en 0 . 025 ml, dividien­

do el factor de dilución del punto final entre 8. 

9. Almacenar el antigeno diluido a 4 9 C. 

B. Retrotitu l ación del antigeno hemaglutinante para la 

p r u e b. a d e 1 H. A : 

- J 5 



1. Añadir 0.05 ml de PBS, pH 7.2 (R-1), en las cavi­

dades 1 a la 5 de cada línea vertical y a las dos 

cavidade del control de eritrocitos de la placa 

de microtitufación. 

2. Agregar 0.05 ml del antígeno cie prueba a la prime­

ra cavidad de la placa. 

3. Preparar con uA dilutor de 0:05 ml, diluciones se­

riadas al ao&le del antfgeno de pruefia basta la ca­

vidad 5. 

4. Colocar la placa de roicrot t tul~ción en un viórador 

mecántco y agregar 0.05 ml de una ~uspens{ón de e~ 

rttroc t to' de pollo al Q,5% a todas las cavidades 

de la placa, 

5. tncufiar la placa a temperatura ambiente por 30 min. 

6. Leer y registrar los modelos celulares en la base 

de las cavidades, 

7. tnterpretar los resultados de la retrotttulaci6n 

en la s(guiente forma: 

al St el ~ntTgeno de pruefia conttene 4 unidades 

ó.emaglutinantes en 0.0.25 ml, las· tres primeras 
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cavidades muestran bemaglutinación completa y 

las cavidades 4 y 5, parcial o nula. 

5) Si el antígeno no contiene las 4 unidades reque­

ridas, debe ser ajustado, repitiéndose la retro­

titulación con la misma suspensión de eritroci­

tos. 

8. Almacenar el antTgeno de prueba a 4°C. 

C. lnbi5.ición de la hemaglutinación: 

al Tr~tam{ento de los sueros con enzima destructora de 

receptores para eliminar los inbib.idores inespecí­

f{cos: 

J A D{y(dir el tftulo de la solución stock de enzi­

ma destructora de receptores (EDRl_, entre lOO pa­

ra ontener el factor de dtluclón que se requie­

re para preparar la solución de trabajo que con­

t i:ene J 00 un~ da des por m 1. 

2, E~t(roar el yoluroen necesarto de la solución de 

tranajo de la EDR (cada O.J ml de suero se tra­

ta con 0,4 ml de la solución}_. 

3, Preparar el volumen apropiado de la soluct6n de 

- 17 -



trabajo de la EDR diluyendo e ·l stock con sol u-

ci5n salina de calcio (R-4), usando el factor 

de di1uci6n obtenido. 

4. A 0.1 ml del suero añadir 0.4 ml de la soluci6n 

de trabajo de la EDR y mezclar. 

5. lncuhar en baño de agua a 37°C por 16 a 18 hr. 

6. Añadir 0.3 ml de soluci6n de citrato de sodio 

]. 

a 1 2 • 5% ( R ·- 5) , y me z e 1 a r • 

tncufiar en baño de agua a 56°C por 30 min. 
¡ 

8, Añadir 0.2 ml de PB:S, pH 7.2 . (R.-Jl, y mezclar. 

b.l Ejecución de 1~ prueb.a tfiA: 

.l~ Coloc~r 0 •. 0.25 ml de PB.$, plf. 7.2 (R.-.ll, en las 

cav{d~de~ 2 a la .lO en 1~ placa de prue5.a y 2 

a 1~ 5 en la placa cont r ol, y 0. •. 05 rol en las 

do~ c~ytdades del control de erttroctto~ . 

2. Coloca.r 0.0.5 ml de los ~uero~ pan~ el control 

po~it{vo y negativo y del suero de pruefia tra• 

tados con EDR en la cav{d?d l de la placa corres.-
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pendiente. 

3. Prepara r con un dilutor de 0.025 ml, diluciones 

seriadas al doble de los sueros hasta la última 

cavidad de las placas. 

4. Ag~egar 0.025 ml del virus de prueba que contie­

ne 4 unidades .hemaglutina n tes en 0.025 ml a to­

das las cavidades de la placa de prueba. 

5. Ag regar 0 , 025 ml de PB.S a toda$ la!? cavidades 

de la placa control. 

6. Mezclar lo5 contenldos de la!? placas. 

] •. Culirtr las placas e (ncuóa'r a temperatura ambien­

te por 30 mln. 

8, Coloca r las plac~s en un y t ~rador meclntco y a~ 

gregar 0 ~ 05 rol de un~ !?Uspen~t6n de erttroc(tos 

de po llo al 0 , 5% a todas la t cav t dades de la pla~ 

ca ~ 

9_, Cuo.p ( r la5 placaS: e t ncu6.a r a te1])peratu r a amli (' en .. 

te por JQ .. 45 roin. 

- 19 -



10. Leer y registrar los modelos celulares en la 

base de las cavidades de las placas. 

11. La última cavidad (la dilución más alta del sue­

ro)que muestre inhibición de la hemaglutinación 

es el punto final de la titulación. 

PURIFICACION DE LOS ANTICUERPOS: 

1 . A un a me z e 1 a de l • O m 1 de a n t i s u e ro y l . O m 1 de so 1 u­

e i ó n s a 1 i n q b. u f fe r de f os fa t o s ( P B. S ) , p B 7 :, 4 ( R- 6 ) , a -

ñ a d i. r 2 . O m 1 de N a 2 S O 4 a 1 3 6 % (_ R - 7 )_ , me z e 1 a r y a g i t a r 

por 30 min. a temperatura amóiente. 

2. Centrifugar a 3,000 x g por lO mi:n •. Descartar el sobre­

nadante ~ lavar el precipitado do5 veces con solución 

de Na 2 so 4 ql J8% C.R-8). Centri.fugar y descartar el so­

lirenadante. 

3. Di.sol.ver el precipitado en 0.8 rol de PffS CR-ll. Añadir 

4na cantidad tgual de soluci6n de Na 2 so 4 al i4% (R-9), 

y centri.fugar a 3,000 x g por JO rotn. Layar el precipi­

tado con Na 2 so 4 al J2% (RJOl. 

4 . Re d i: s o 1 y e r e 1 p re e i p i. t a do e n J . O m 1 de P B, S y t r a n s fe r i r 

a un tub.o de diálisis. Dializar a 4~c contra PBS por 
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24 horas. 

5. Determinar la concentración de proteínas. 

CUANTIFtCACION DE LOS ANTICUERPOS POR EL METODO DE BIURET: 

1. Pipetear ·en tubos de ensayo: 

Patrón 

Reactivo de aturet 
¡ 

. B 1 an co 

5.0 mi 

Patrón Problema 

'-~ . ~ O • l m 1 

O •. .l m 1 .,. 

5.0 rol 5.0 ml 

2. Mezcl~H e {nculiar en baño de agua a 3J"C por J5 ·min. 

3, Medir la a~sorbancla del patrón y del prolilema contra 

el [lanco a 545 nm~ 

4. Determ i: nc_:¡r la. concentraci.· ón de protefn.¡¡~ en lias.e a la · 

fórmul~. :. 

Pr ote.\' na.!? totale~ en g%:;: A ·p(oEi x 4 
A Patr 

PREPARAClO~ DEL CONJUGADO: ANTlCUERPO ~ PEROliDASA: 

A. Método del peryodato: 
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1. A 4 mg de peroxi das a (S 1 GMA) en 1 ml de agua dest i­

lada, añadir 0.2 ml de Nal 04 0.1 M (R-12) recién 

preparado, y agitar por 20 min. (En la adición del 

peryodato, la solución debe cambiar de dorado a ver­

de;. si no es así, se requiere prepara nuevo Nal o4). 

2. Dializar la mezcla contra un buffer de acetato de 

sodio 1 mM, pli. 4.4 CR- .131, toda la noche a 4°C. 

3. Elevar el pH por adición de 0.02 ml de buffer de 

carbonato de sodio 0~2 M, pH. ~.5, (R .. J4I. 

4~ Anadtr ~ nmediatamente 8 mg de antlcuerpo en l rol 

de liu f fe r de e a r h o n a t o de s o d t o CR .. J 4 L A g t t a r p o r 

2 horas a temperatura amKtente. 

5~ AAadtr Q~l rol de horo~ldruro de sodto rectén pre~ 

parado (R~JSL~ Dejar · reposar por 2 horas a 4 9 G~ 

Preclpttar con · sulfato de amonto · jaturado ~ ~ 

B. Puriftcaci8n de los conjugados~ 

l. Añadtr un volumen tgual de ~gluct6n de sulfato de 

a m o n i: o s a t u r a da CR -1 6 L n e u t r a y- f r la. , g o t a a 9 o t a 

y a~i"tando._ 

- 22 -



2. Centrifugar y lavar el precipitado dos veces con 

solución de sulfato de.amonio semi-saturada (R-17), 

fría. 

3. Redisolver el precipitado en PBS (R-1}, y dializar­

contra PBS para remover el sulfato de amonio. 

Los conjugados de peroxidasa pueden ser almacenados a 

4°C si ~e añade glicerol a una concentración final del 

50% junto con al~Omina s¡rlca bovina al 1% o albGmina 

de 6.ueyo, Alternativamente, pueden ser conservados con­

gelados a 4PC o menos, en alfcuotas, o pueden ser lio­

ftli_zados. _ 

DETERHlijAC(Qij DE LA CONCENTRACtOK QPTtMA DEL CONJUGADO: 

J, Pr~par~r dllucione~ de suero de conejo hiperinmune 1:10, 

J~SO, J~JOQ y J;200, y diluciones stmtlares de suero nor­

m~l de coneJo en nuffer de c~r~onato de ~odto 0.05 M, 

pH ~.6, con ~zlda de ~odio al 0.2% como preservativo 

CR .. J BL 

2, Comenzando con la diluctón m~~ alta de anticuerpo ( _la 

mis dllufdal, añadir a ~ os ml a cad~ una de las cavida­

des A4 ~ E4, luego la dilución A3-E3, y ast sucesivamente. 

Las diluciones correspondiente~ al suero normal de cone­

jo se colocan en las cavidades A9.-Ei, luego las siguien .. 
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tes A8-E8, y así sucesivamente. Marcar el área de la 

ca que se está ut i 1 izando. 

3. Cubrir la placa e incubar a 4°C toda la noche o hasta 

que s.e requiera. 

ESTANDARtZACl ·ON DE ELISA CO~ CONTROLES POSITIVO Y NEGATIVO: 

J. Vactar l~s cavidades de la placa usando una pipeta Pas-

teur unld~ a un aparato de succiBn. Lavar tres veces 

con PaS-Tween LR-201~ Llen~r la mitad de c~da cay¡dad 

e o n 1 r q u ¡ do de 1 a v a·d o , de j a r re p os· a r 3 m i n • y· va e i a r 

cada vez. 

2. Dtluír el antlgeno J~2 en PBS-.. T~e. en-liSA.,..EDTA .. CR-2l)_. 

Anadlr 0,05 ml a las cavtdade$ de la~ lTneas A-D, y 
t 

d l 1 u y-en te a 1 a ll n e a E , 

4. L~va. r tre$ veces como en. el p?so J. 

5. Prepa.ra.r di:l.uctones del conjugado J ~25t J .:,SO, J ~J OO y 

AAadtr a.as ml de la dtluct6n J ~200 ~ la.~ ca.ytdades de 

la línea D y E4 y E9, 
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Añadir 0.05 ·ml de la dilución l:lúO a las cavidades de 

la línea C y E3 y E8. 

Y así sucesivamente. 

Así, la línea E contiene controles sin antígeno y algu­

nas de las combinaciones de los .sueros. 

6. Incubar ' 1· hora a 3]°C. 

]. Lavar tres veces como en el paso l. 

8. Añadir 0.1 ml del sustrato a cada cavidad e incubar a 

temperatura ambiente por 30 min. en ausencfa de luz. A­

ñ a d i r H 2 S O 4 :'2 • 5 M ( R- 2 4) , p a r a detener 1 a re a e e i ó n . 

~~ Leer los resultados en un espectrofot6metro DYNATECH 

a 488 nro. 

JO~ La concentracl$n óptima del anttcuer~o de captura y del 

conju~ado ser~ la diluciBn m§~ alta cuyo valor de ahsor­

aancia sea el do6le del correspondiente a su control n ~ ­

gattvo. Los controles que no contienen antfgeno (llnea 

El, indtcan si el conjugado e~t§ enlazado tnespecTfica­

mente. 
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REACTIVOS: 

R-0. Sqluci6n stock buffer de fosfatos, pH ].2: 

Na 2HP0 4 
NaH 2Po 4 

5.480 g 

1 • 57 5 g 

Agua dest i 1 ada cbp 200.000 ml 

Disolver los reactivos en agua destilada y aforar a 

200 ml. 

R-l. Soluc(óri de trabajo buffer de fosfatos, pH 7.2: 

SQlucl6n stock (R-Ol 

NaCl 

Agu~ desttlada cbp 

40.000 ml 

8.500 g 

l.OOQ L 

Aju~tar el pH con NaO ff. l N o con BCl 1 N, según se 

requiera. Alm~cenar a 4°C por no m§s de una semana. 

R-2. Solucl6n de Alseve r : 

Dextrosa 

Na
3

c6H
5
o

7 
.. 21:1 20 

NaCl 

C61:1807 

Agua destilada cbp 

- 26 -

20.500 g 

8 .. 0.00 9 

4.200 g 

0.550 g 

j. 00.0 L 



Disolver los reactivos por separado, mezclarlos y 

aforar a L. Ajustar el pH con NaOH 1 N o con HCl 

1- N, según se requiera. Esteri 1 izar por fi ltrac.ión 

a través de un~ membrana MILLIPORE de 0.22 micróme­

tros. Almacenar a 4°C, Descartar al primer signo de 

contaminación o cambio de pH. 

R-3. Suspensión de eritrocitos de pollo al 0.5%: 

A. Oútención de los eritrocitos: 

l. A~adir asipticamente 50 ml de la sol.ución de Al­

sever 1(R-2l, a un matraz e r lenmeyer eón tapón de 

rosca de 125 ml. 

2. Colocar 15 ml de R-2 en una jeringa b.tpodérmica 

de 50 ml con aguja #18 de 9 cm. 

3. Olitener JS rol de sangre. 

4. Rettrar la aguja ·y mezclar rápidamente el. conteni­

do de 1~ jeringa, y transfertrlo al matraz que 

conttene el resto de la solución R~2. 

B. Lavado de los eritrocito~: 
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L Colocar 1 ml del paquete de eritrocitos de pollo 

en un tubo cónico y llenar hasta la ~arca superior 

con PBS, pH 7.2 (R-1). 

2. Centrifugar a 900 x g por 5 min. 

3. Remover el soórenadante y la capa de glóbulos blan--

cos. 

4. Resuspender las células con PBS {_R-l), y repetir 

el procedimiento dos veces, centrifugando por 10 

mtn. la tercera ocasión. 

5. P r epa r ar una su~penstón al 0 •. 5%, y almacenar a 

4QC hasta que se requiera. 

R~4. Solucl6n s~l t na de calcio; 

CaC1 2 2 112 o l • 00.0 g 

NaCl 9.0.00 g 

1:13 B_Q3 .1 •. 20.3 g 

Na
2
s.

4
o
1 ·- lOH 20 _- 0. ~ 052 9 

A.gua desti. lada c o p 1.000. L 

~t ~e u~a tnroedtatélmente no requl' ere e~terll ización. 

S i se almacena por m5s de une ~ emana, e ~ terlltz~r en 

autoclave o por fi lt r aci_ón a t ravés de una memórana 
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MILLI.PORE de 0.22 micr6metros. Conservar a tempera-

tura ambiente. 

R-5. Soluci6n de citrato de sodio al 2.5%: 

Na
3
c6H

5
o

7 
• 2H

2
0 

Agua destilada cbp 

2.660 g 

100.000 ml 

E s t e r i. 1 i z a r p o r f i 1 t r a e i ón a t r a v é s de un a m e m b r a n a 

MtLLlPQRE de 0.22 micr6metros. Conservar a 4°C. 

R-6. . .... _ ..:.al ina li uffer de fosfatos, pB 7.4: 

~ÜJ'VY\Q 

A. \\_ ~ o: 

l80 9 

0.0.0 L 

l... ) 
J 5 lli p9 r J 5 mi: n. 

\ 

------ e a JS lli por JS rotn. ---- ---
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C. Solución salina al 0.765 %: 

NaCl 

Agua destilada cbp 

7.650 9 

900.000 ml 

Preparar la sol -ución de t r ab a jo, pH 7. ·4, mezclando 

80 ml ·de la solución A y 20 ml de la solución B, y 

a g re 9 a r 1 a me z e 1 a a 9 O O m 1 de so 1 u e i ó n s a 1 i na . 

R-7. Soluci6n de s ulfato de sodio al 36 %: 

Na 2 so 4 
Agua destilada cóp 

36.000 g 

100 , 000 ml 

R•S. Solución de sul f ato de ~odio al 18%: 

Na 2so 4 
Agu~ de$t l lada c5p 

18.000 9 

JOO.OO O ml 

R~~. Solucl5n de sulfato de sodlo al 24%: 

Na 2 ~o 4 
A~ua de~tllada c5p 

2 4' 0.010 g 

lQO. .ooo ml 

R·JO. Soluc l 6n de sulfato de sodio al l2 %: 
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Na
2

so 4 
Agua destilada . cbp 

12.000 g 

100.000 ml 

R-12. Solución de peryodato de sodio, 0.1 M: 

Na10 4 
Agua destilada cbp 

0.2139 g 

10.000 ml 

· R-13. Solución &~ffer de acetato de sodio 0.2 M, pH 4.4: 

A. Acido acético: 

ct:r
3

COOH l2.0QQ g 

Agua destilada có.p l. 000 L 

B. Acetato de sodio; 

CH
3

COONa : J6.40.0. g 

Agu~ de$tilada cbp J .. 000 L 

Pr~par~r la soluciOn de tr~~aJo, pij 4.4, mezclando 

30 .. 5 ml de la soluc i: ón A y J9...5 J'!)l de la. ~oluclón B., 

y aforando a JOO ml . 

R .. J 4 •. $o 1 u e l en. li u f fe r de e~ r lio n él t o de ~o d t o O. •• 2 ~ , p li 9__ •. 5 ~ 
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A. Carbonato de sodio: 

Na 2 co
3 

Agua destilada cbp 

B. Bicarbonato de sodio: 

NaHCOJ 

Agua destilada cbp 

21.100 g 

1.000 L 

16.800 g 

1.000 L 

Preparar la soluci6n de trahajo, pH 9.5, mezclando 

13 rnl de la solucl6n A y 37 ml de la ~olución B, y 

aforando a 200 ml. 

a-15, Solucl6n de oorobidruro de sodio: 

NaEU-t 4 4 mg 

Agua.- de~t i: 1 a da clip · l m 1 

R-l6, Soluct6n de ~ulfa.to de a.montQ ~a.turada.~ 

Agrega. r LN a4 t 2 S O 4 a 5O o. m 1 de agua.. de~ t ( 1 a da. b a~ t a 

saturar. 
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Mezclar volúmenes iguales de la solución R-16 y a­

gua destilada. 

R-18. Solución buffer de carbonatos 0.05 M, pH 9.6, con 

azida de sodio al 0.02 %: 

Na
2

co
3

· 1.590 g 

NaEI.C0
3 

2. 9.30 g 

NaN
3 

0.200 g 

Agua destilada có.p l.OOO L 

R - l .9 •. S o 1 u e l ó n ~ a 1 ( n q 5. u f fe r d e f o S' f a t o ~- , p li 7 . 2 : 

N~Cl ~ •. 000 9 

KH2 PO 4 o' 20.0 g 

Na 2 1IP04 ' 
l2H

2 
0 2 •. 89.Q g 

Agua . desti~ lada cfip J. OOQ L 

R.-20.. Soluci. ón de lay9do, PB:s .. rween~ 

ps.s, pff 7 •. 2 CR-lil, má~ Tw:een 20 C~t-GMAL 0 •. 5 rolLL. 

Con$.er-var a 4~G~ ,J 

R.-2J •. $oluci6n dtluyente, PB:S.-Tw.ee n ... B. SA.-E.DTA~ O . •. OJ M~ 

PB~, pH ] .. 2 CR·d9l, m~s 0.5 11)1 de Tw.een 20 y· 5 ~de 
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BSA (SIGMA) y 3. 72 g de Na 2 EDTA • 21:1
2

0 por 1 itro. 

Conservar congelado. 

R-22. Sustrato de la peroxidasa: 

OPD (di-hidrocloruro de o-fenilendiamina, SIGMA). 

Buffer de cl'trato-fo~fato, pB. 5.0: 

A e {do c\tri. co o. l M 24._30.0. ml 

Na 2 1lP0 4 
Q, 2 M 25 •. 70.0. Jl)l 

Agua de~ ti: 1 a da cfi_p j QQ, QQ_Q Jl)l 

tnmedi~tamente antes de us;ar, d(~9lver JO. mg de QPD 

en 25 ml del fiuffer '/ añ9.dtr Q~QJ ·llJl de 1:1 2 02 al 30.%~ 

Para detener la reacci6n, anadtr J/4 volumen de H2 S0 4 

2.5 M CR-24L 

H S 0 J 8 'M ·z - 4 J3.8~0 ml 

Agua de~ttlada cbp l QO_. QOO. Jl) 1 
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R E S U L T A D O S 
, 

Las condtctone~ óptimas determinadas en la estandarización 

de la técn t·cp ELtSA parf! el dtagnó~tico de tnfluenza tipo 

A fu~ron 1?~ stgutentes~ 

- D i: 1 u eró n de 1 ªn t i: e u e r p o de e a p tu r a Ls u e ro f:d pe r i n m un e) : 

] :: J 00 

;:Oi: luci:ón del vi:ru~ de 1ª l'nfluenza A[B. ra~l l/77 (.l:llNl): 

J: 2 

-Dtluci:6n del conJusado anttcuerpo-peroxldasa= 

l : 2 5 
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o SeUSION y e O N e L U S 1 O N E S 

La a 1 t 3 f re e u en e i· a de 1 n f 1 u en z a .en e 1 m w n do , p r i e i p a 1 me n­

te eri la época de invi:erno, con~tituye no ~ólo un proble­

ma de ~alud PGKllca~ ~(no que t~m&tén repercute en la e• 

conorofa de ~n paf~ porque afecta a ~n nnmero grande de a­

dulto~ en ed~d prgductty~ Y por el altO CQ,tQ que iropllca 

e 1 t r ~. t iil. 11) t e n t Q de. 1 ~ $· pe r ~- 9 n ~ s_ a fe e t ~d a. $. . C7 L 

F~rr en j885, 50 años antes del aislamiento del virus, re­

conoci: ~ el beeBo de que durante las epidemias de l.nfluen­

z~, se presenta5.a un incremento en la mortalidad indepen­

d t entemente de la enfermedad de &a~e~ Las e~tadlsticas mo­

dern~~ todavfa mue~tr~n es ~ e fen6meno~ 
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En México, e-s la enfermedad de las vías respiratorias más 

importante en cuanto a su morbi-mortalidad. En 1981, se re-

gistraron 2,935 defunciones por Influenza y 40,323 por neu-

monía con una tasa de 65.7 por 100,000 habitantes. 

Por otra parte, los cambios antigénicos del virus dan lu-

ser verdadera~ p?ndemta~, de~tdo a que el. pertodo de tncu• 

5a¿l6n es muy corto y? la r~ptdez con que ~e multtpl~c? 

e 1 v i: r u ~- e n e 1 e. p t t e 1 i: o r e ~ p i: r a. t o r i: o .. d e 1 liu é s; pe d (j L 

Por lo expuesto a.ntertormente, ~a ~urgtdo la nece~tda.d de 

de~a.rpollar unª t!cntca e~pecffica r ~en~~~le para el dtag~ 
f 

n ó ~ t i: e o r ~ p i: do de 1 ~- t n f 1 u enza. , q_ u e ? ~u y e z s. e a iJ t i: 1 p a. r ~. 

detectar los cam5tos. anttgéntcos. del vtr~5 con el o5jeto de 

e o n t r Ui.u i: r ~- 1 e o n t ro 1 de 1 ~- en fe r m e d c;~d y de a d m t ~ n t ~ t r a. r 

tr?t~. pi:e,nto é;~deCU?. dO 9, los· pacientes. a,feCt?, do~· •. 

Lo5 re5ultados o~ten(dos en la estandarizaei6n de la ELISA 

p?.ra _el di:?gnó~tlco de la tnfluenza ti.po A, están sujetos 

? una serie de ~tmttactones lnberentes a las ~ondiciones 

de tf•? .. li?}O e.n el l~ó~ora.tori. o, 

~1 v~rus us~do p~r~ la. inmunlzaet6n de los animales de labo-

ratorto f~e tnocul?do dtreetamente., sln ser concentrado y 
1 

purtftcado por t~cntca5 fts.tcoqufmleas, por lo que el títu-
' 

lo de. anttcue.rpo5 es 5ajo en rela.clón ~1 que se obtiene i-
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noculando un alto título de unidades hemaglutinantes vi-

rales. 

En relación a la especificidad y sens i bilidad de la técni-

ca ELISA, el factor determinante es el anticuerpo de cap-

tura, es decir, el inmunoensayo depende de la avidez y con-

centración del mismo (12). 

Por otr' parte, estos par§metro~ tam~ién dependen de las 
\ ' 
propi:·ed~de~ del conjugado. Deó.ido al pe~o molecular de la 

pe. ro2< t d~ s·' [40_, QOOL 1 a conjuga ct 6n puede p rod u ci r un b 1 o-
' 

q~e.Q ~ªrctªl de lo' ~ttto~ acttvos de la molécula de anti-

cuer~Q o de 1' ~olécul~ de enztroa por impedimento estérico. 

E~to ·conduce ~ · ~n conju~ado con roenor actividad enzimática 

e i,'nmunoglo5.ulfnica .. En el caso del presente estudio, esta 

desvent~J~ ~e ~uma a la &aja concent r ación de ~ anticuerpos 

olüeni: d~. p~. r~ 1~. preparaci·(jn del conjugado, por lo cual la 

dtluctón aptt~a determinada p~ra e~te Gltiroo fue de 1:25, 

rouy· .. !i~jª. en comp,ractón con la reportada en la 1 iteratura 

(JJ,J2t .. 

Qtro · . .fqctor que influye en la ~enst~i:li: dad de esta prueba 

e~ 1~ ~eleccten de la enzima u'ada en la preparación del 

conJu~ado, 1~ cual de&e satisfacer los siguientes requisi-

. J~ Defie ser relativamente esta[le ~ 25~C y a 37~C y poder 

conserv~rse ~ 4 9 C al menos durante seis meses. 
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2. La enzima pur.ificada debe ser accesible. 

3. La actividad de la enzima debe ser de fácil medición por 

~étodos colorimétricos o fluorométricos. 

4. Debe tener un alto número de conversión del sustrato y el 

producto de reacción un gran coeficiente de extinción mo-

lar o fluorescencia molar. 

En e~te e~tudto ~e seleccion6 la enzima peroxidasa porque 

cu~ple, en general, con las condtctones ante~ mencionadas, 
! . 

~ p~~~r de q~e 1~ deterrotnactOn de su activldad involucra 

va r i: a. ~ re ;;¡,e e i.' 9 n e ~ de ó.x i: do.,. re d u e e i: ó n y e 1 s u s t r a t o , H 2 O 2 , 

e~· i.'ne, s;t~. PJ e '. C6.l. 

L~ c~r~ctert~t~ca que distingue la ELtSA de otros inmunoen-

sªyo~ enztmSttcos es el uso de un inmunoadsor5ente que per-

mt'te efectuar un~ ~epar~ción fácil y r~pida de los reacti-

yo~ 1 t~re~ d~l eo~plejo antTgeno-anticuerpo. Las placas de 

rotergti:tul~ct6n usªdas en la reali:zact6n de e~te ensayo 

fu~ron de poltestlreno, m~terial que puede ser cubierto fá-

ctl y reproductKleroente por las protefnas. Sin embargo, ·· 

presenta algunªs desvent~jas, de las cuales la más impor­

tante e' que 1ª untón del anttcuerpo se lleva a cabo por 

ad~orctón ff~tca ~tn la formación de un enlace covalente, 

1 Q e o ª· 1 1 l: ro t t a. ~u e 9 p a e i: d a d d e a d s o r e i 6 n .. C 6 } . 

Durante la tncuKactón, el anttcuerpo marcado con enzima se 

une e~pectftcamente 9l antfgeno, pero también puede ser ad-
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=o rbido direc t amente a l a fase sólida, debi do a que e l pro­

t e ~. o d e ¿¡ d s o r e i ó n e s · i n e s p e e ·¡ f i e o , y é s t o p u e d e e o n d u e i r a 

,. e s u i · .=! d o s t a 1 s o s p o s i t i v o s . P a r a d i s m i n u i r e s t e p r o b l e m a , 

S '2 U S Twe en 20 como de t ergen t e n e utro en una concentración 

t a l ~ue e v~ta la formac i ón de nu e vas i nte racciones hidrofó­

bl cas e nt re las protefnas aAadiaas y la fas e sólida, sin 

h i·dro l ¡-.zar loe; e nl aces ya formados (6) 

Res pec to a la preci~ión y reproducib.ilidad del ensayo, u­

na f uente de va ri ación puede ser la adsorción no uniforme 

de l anticuerpo a la fase sólida durante la etapa de inmo­

bili. zación , deb. ido al uso de material plástico heterogé ­

neo . S i n embargo, en 1 a a e t u a 1 i dad se d i s pon e e o me re i a 1 -

mente de placa~ de microt itul ac l ón para ELISA co n alto 

grado de homogeneidad (.6). 

El presente trabajo sólo se 1 imitó a estandar izar la téc­

nica ELIS~ , sin embargo, es recomendable evalua rla para 

futuro~ t r abajos a gran escala utilizando especfmenes el r­

nicos oute nido~ de personas con síntomas de enfermeda d 

resp i ratoria aguda. 

Por último, se puede concl uir q ue po r s u fác il ejecución, 

bajo cos to de inst rume ntación , uso de mater iales no peli­

grosos y por el efecto de amplificación p r oporcionado por 

la enzi·ma, entre otras ventajas, la t § cnica ELISA puede 
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ser aplicada en el diagnóstico de numerosas enfermedades 

infecciosas incluyendo la Influenza. 
) 
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Se estandariz6 un inmunoensayo enzimático tELISA} para el 

dt~gn6~ttco de 1~ tnfluenza tipo A, utiliz§ndose como an­

tt~eno de · prue~a un~ cep~ del vtrus de la tnfluenza: 

Alar~~tll77 tBJNJL. 
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