
M ÉTODOS NuEvos 
DE LABORATORIO PARA EL DIAGNÓSTICO 

DE POLIOVIRUS: MEMORÁNDUM 
DE UNA REUNIÓN DE LA OMS 

El dingnóstico de la poliomielitis mediante técnicas de laborati forma parte 
importante de la iniciativa de la OMS para la erradicación mundial de esta enfermedad. 
Durante el año pasado, se han desarrollado métodos nuevos de detección de poliovirus en 
muestras clínicas para diferenciación intratípica, análisis de la neurovirulencia de los po- 
liovirus y detección de anticuwpos contra poliovirtls. El progreso de las Gcnicas de labo- 
ratorio para detectar anticuwpos contra poliovirus y caracterizar los aislados ha estimu- 
lado la creación de métodos nuevos para el diagnóstico de poliovirus usando técnicas de 
laboratorio. 

M ÉTODOS NUEVOS 
DE DETECCIÓN DE 

PoLIomus 
A continuación se describen 

nuevos métodos de detección de poliovirus 
en muestras clínicas, con y sin el cultivo del 
Vil-LE. 

1 Publicado en el Bullehn of thp World Henlth Organlzafton, Val. 
70, No 1, 1992, con el título “New approaches to poliovi- 
rus diagnosis using laboratory techniques: Memoran- 
dum from a WHO meeting”. 0 Organización Mundial de 
la Salud, 1992. 
Este memorándum se basa en el informe de una reunión 
de la OMS sobre Métodos Nuevos para el Diagnóstico de 
Poliovirus con Técnicas de Laboratorio, celebrada en Gl- 
nebra del 6 al 7 de junio de 1991. Participaron en la reu- 
nión: R. Crainic, País, Francia; D. Hazle& Fajara, Gam- 
bia; T. Jacob John, Vellore, India, 0. Kew, Atlanta, GA, 
Estados Unidos de América; H Kopecka, l’atis, Francia; 
S. Lemon (Presidente), Chape1 Hill, NC, Estados Umdos de 
América; 1. Levenbook, Bethesda, MD, Estados Umdos de 
América; A. van Loon, Bilthoven, Países Bajos; l? Minar, 
Potters Bars, Inglaterra; M. Pallansch, Atlanta, GA, Esta- 
dos Umdos de América; V. Racaniello, Nueva York, Estados 
Unidos de Aménca, R. Rúger, l’enzberg, Alemania; 
Y. Svitkin, Moscú, Rusia; Zhang Li-Bi, Beiling, China, y 
K. Chumakov, Bethesda, MD, Estados Unidos de Amé- 
rica. Smhn-ía dela OMS: Y. Ghendon (Secwtar~o), V. Grat- 
chev, D Magrath, J. Milstein, S. Robertson y R. Scott 

Técnica de inmunofluorescencia 
indirecta 

Se ha comprobado que se puede 
usar en condiciones sobre el terreno y con re- 
sultados confiables una técnica de inmuno- 
fluorescencia indirecta (IFI) para identificar y 
tipificar con rapidez aislados de poliovirus en 
cultivos celulares de muestras de heces. Si bien 
la técnica requiere la inoculación inicial de la 
muestra (0 muestras) en un cultivo celular, se 
puede usar cuando se manifiesta el efecto ci- 
topatogénico (EU), y se obtienen resultados 
en el lapso de unas horas. En consecuencia, 
es mucho más rápida que la prueba estándar 
de neutralización del virus. Tiene la ventaja 
adicional de que detecta con más facilidad y, 
en ciertos casos, con más sensibilidad la pre- 
sencia de poliovirus en mezclas de estos o de 
poliovirus y enterovirus, y no es afectada por 
el fenómeno de “penetración” (breakthrough), 
que puede llevar a la identificación errónea de 
aislados cuando se usa la técnica de neutrali- 
zación. Cuando se haya perfeccionado, pro- 
bablemente se podrá usar la misma técnica 
para distinguir entre los aislados de poliovi- 
rus salvajes y los de poliovirus relacionados 
con la vacuna. Aunque no se ha estudiado 
cabalmente el empleo de la IFI para la detec- 



ción directa de poliovirus en muestras clfnicas 
sin un paso de aislamiento en cultivo celular, 
tal vez sea posible hacerlo en algunos casos. 
Si bien en la actualidad la IFI requiere el em- 
pleo de sistemas de cultivo celular y un mi- 
croscopio de inmunofluorescencia, el mismo 
instrumento y técnicas similares pueden 
usarse para identificar otros virus, como los 
vinculados con las infecciones respiratorias 
agudas. En síntesis, la técnica de IFI es un 
instrumento útil para la detección, determi- 
nación del tipo y, quizás, caracterización de 
poliovirus en muestras de heces y muestras 
del medio, sobre todo en las situaciones en las 
que la prevalencia de enterovirus endémicos 
distintos de los poliovirus es elevada. 

Reacción en cadena de la polimerasa 

Se ha usado la transcripción in- 
versa seguida de la reacción en cadena de la 
polimerasa (RCP) para la detección sensible 
y la identificación de poliovirus sobre la base 
de las caracteristicas de la secuencia de nu- 
cleótidos de sus genomas AI-W. La sensibili- 
dad y la selectividad de la RCP simplificará el 
establecimiento de dos sistemas paralelos de 
vigilancia de la circulación de poliovirus. El 
primero se concentra en la caracterización de 
los virus asociados con casos de parálisis flác- 
cida aguda. El segundo estaría destinado a 
detectar la transmisión silente de poliovirus 
salvajes mediante el muestreo en la comuni- 
dad o el medio. 

Se han diseñado pares de ceba- 

2 
dores (primer pairs) que permiten identificar 

w cada cepa de poliovirus de vacuna Sabin, 
2 
s 

usando la RCP, y sobre la base de las mo- 
vilidades electroforéticas de los productos 

:: amplificados del ADNc (Sabin 1,97 pares ba- 
E 
H 

ses (Pb); Sabm 2, 71 pb; Sabin 3, 53 pb). Se 

3 
pueden detectar con rapidez las muestras que 

.-!z 
contienen mezclas de cepas de vacuna y de- 

P 
terminar su composición mediante la RCE Es 

U-J 
B 

posible detectar sin demora los virus presen- 
tes en 1 J.LI de líquido sobrenadante del cul- 

2 
tivo celular infectado. Fue posible la detec- 
ción directa y la identificación específica de los 
virus de las cepas de vacuna Sabin en apro- 

482 ximadamente 70% de las muestras de heces 

analizadas. El perfeccionamiento de los 
métodos podría aumentar considerable- 
mente la sensibilidad en muestras clínicas no 
procesadas. 

También se han obtenido pares de 
cebadores de la RCP que permiten amplificar 
específicamente el genotipo de secuencias de 
poliovirus salvajes. La amplificación selectiva 
de las secuencias de poliovirus salvajes puede 
producirse en reacciones que contienen 
grandes excesos estequiométricos (de hasta 
lo6 veces) del ARN derivado de cepas de va- 
cuna Sabin. 

Los estudios preliminares con 
muestras de aguas cloacales mostraron que 
las cepas derivadas de la vacuna Sabin que 
están generalmente presentes en las aguas 
negras podían ser detectadas con rapidez 
mediante la RCI? También se pudieron iden- 
tificar pequeñas cantidades de poliovirus sal- 
vajes agregados a las muestras de aguas cloa- 
cales antes de su procesamiento. Las muestras 
cloacales obtenidas en zonas del BrasiI, en las 
que dos años antes se habían producido los 
últimos casos asociados con poliovirus sal- 
vajes, dieron resultados negativos en la RCP 
usando cebadores específicos (specific pri- 
mers) paralos poliovirus salvajes antes autóc- 
tonos. En la actualidad, se evalúa la capaci- 
dad de la RCP de detectar la transmisión 
silente de poliovirus salvajes mediante el 
muestreo en zonas de Colombia en las que 
recientemente (1991) aparecieron casos aso- 
ciados con esos poliovirus. Se someterán a las 
pruebas muestras de aguas cloacales y mues- 
tras combinadas de heces. 

La RCP se usa ahora ordinaria- 
mente en la Región de las Américas para 
identificar aislados de cultivos celulares pro- 
cedentes de presuntos casos de poliomielitis. 
La clasificación de los aislados mediante la 
RCP ha concordado mucho con el anáIisis pa- 
ralelo usando la hibridación con sondas y, en 
el caso de los virus salvajes, la determinación 
de secuencias genómicas parciales. Están bien 
establecidas las ventajas de la RCP (veloci- 
dad, especificidad y sensibilidad) cuando se 
trata de aislados clínicos. Es preciso evaluar 



mejor la viabilidad de los métodos de RCP para 
detectar el virus en muestras clínicas origi- 
nales o muestras del medio. 

La RCP semianidada (semi-nested) 
usando tres cebadores diferentes amplia- 
mente reactivos se ha empleado para buscar 
secuencias de enterovirus (poliovfricos) di- 
rectamente en diversas muestras no proce- 
sadas (heces, aguas cloacales, aguas de su- 
perficie). Este método permitió detectar en la 
muestra original cantidades muy pequeñas de 
los Wus representativos. 

RCI? con captura de antígeno 
(antigen-capture) (RCWCA) 

El método de la RCPKA com- 
bina un método sencillo de inmunoafinidad 
para purificar los virus presentes en mues- 
tras con la RCP tradicional para detectar vi- 
rus con un grado muy alto de sensibilidad. La 
RCWCA, originalmente creada para el virus 
de la hepatitis A (VHA), se realiza en tubos 
para RCP revestidos previamente con anti- 
cuerpos monoclonales específicos contra el 
virus. En esos tubos se incuban suspensio- 
nes fecales diluidas y después se lavan cui- 
dadosamente para eliminar los materiales 
contaminantes no fijados presentes en la sus- 
pensión. Se agrega solución amortiguadora 
(de base) l?Xaq a los tubos, que luego se ca- 
lientan brevemente a 95 “C para desnaturali- 
zar los virus fijados y liberar el ARN vírico. 
Se realiza entonces en el mismo recipiente de 
reacción la síntesis de ADNc de primera ca- 
dena y la subsiguiente amplificación en la RCP 
del ácido nucleico vírico. La RCWCA ofrece 
varias ventajas con respecto a la RCP tradi- 
cional, como la simplicidad técnica del pro- 
cedimiento, el cual comporta menos mani- 
pulaciones de la muestra y, por lo tanto, menos 
riesgos de contaminación cruzada. El paso de 
captura del antígeno (antigen-capture step) da 
como resultado una purificación considera- 
ble de la muestra antes de la RCI? De este 
modo, antes de la RCP se eliminan eficaz- 
mente sustancias presentes en los extractos 
fecales o las muestras del medio que pueden 
tener un efecto inhibidor en las enzimas usa- 
das en la RCR La purificación de la muestra 

previa a la RCP también enriquece el ácido 
nucleico ensayado derivado de los virus, lo 
cual reduce la frecuencia y la cantidad de pro- 
ductos estocásticos de la RCP que se originan 
en el cebado aleatorio (randorrz priming) de áci- 
dos nucleicos de moldes no víricos (template 
acids). Por último, la RCWCA detecta con un 
grado relativamente alto de especificidad el 
ácido nucleico asociado con el antígeno. En el 
contexto de la detección y caracterización de 
poliovirus, el paso de captura de inmunode- 
fkiencia incluido en la RCPICA puede enton- 
ces ofrecer un segundo nivel de discrimina- 
ción entre los serotipos vfricos 0, incluso, 
diferenciar en potencia las cepas de virus sal- 2 
vajes de las relacionadas con la vacuna. Si bien 
la sensibilidad de la RCPKA es comparable a 

g 

la de métodos técnicamente más complica- 
dos, en los que se aisla el ARN vírico con mé- 

g 

todos tradicionales, es probable que se pueda 
intensificar la sensibilidad de la RCWCA me- z 
diante el empleo de materiales alternativos g 
para la captura en fase sólida (sol&@se cup- 
ture). Por consiguiente, puede ser útil consi- 0 

derar la obtención de tubos de poliestireno u ti 
para la RCP u otros soportes de fase sólida (por e 
ejemplo, glóbulos) para sustituir los tubos de z 
polipropileno usados en la actualidad. 

En varios laboratorios se ha utili- 3 
zado la RCPKA para detectar el virus de la 
hepatitis A en muestras de heces humanas, 

a 

pero hasta el momento se ha acumulado muy 8 
poca experiencia en cuanto a su aplicación en E 
la detección de poliovirus. No obstante, en este ‘0 
contexto es atractivo considerar el método, 5 
porque podría permitir combinar instru- s 
mentos ir~rnunológicos y de biología molecu- a 
lar existentes para detectar y caracterizar po- l 

líovirus. Además, el método es técnicamente 
sencillo, lo cual debe facilitar su transferencia s 
futura a otros laboratorios. s 

-2 

Recomendaciones E 
-s 

1. La OMS debe apoyar los es- 
tudios colaborativos orientados a perfeccio- 
nar la tecnología de la RCP para detectar po- 
liovitus en muestras clínicas y del medio. Esos 
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estudios han de incluir la aplicación de la RCW 
CA para la detección de poliovirus. Una es- 
trategia útil podrfa ser un procedimiento en 
dos pasos, en el cual se tamizarian primero 
todas las muestras para detectar la presencia 
de poliovirus mediante pruebas específicas 
para el tipo, usando anticuerpos de captura 
específicos para el tipo y cebadores de la RCP 
muy reactivos, capaces de detectar todos los 
poliovirus. Las muestras positivas en esta va- 
loración se someterían a nuevas pruebas con 
un método de RCP, usando cebadores de oli- 
gonucleótidos específicos para el genotipo, 
capaces de diferenciar las cepas de poliovirus 
salvajes de las cepas de vacuna. 

2. La OMS ha de apoyar los es- 
tudios colaborativos para determinar los mé- 
todos óptimos de transporte, recolección 
y procesamiento seguros de muestras del 
medio (aguas cloacales) o de la comunidad 
(muestras combinadas de heces de personas 
en alto riesgo), con el fin de detectar la trans- 
misión silente de poliovirus salvajes. 

3. Se recomienda que varios la- 
boratorios evalúen más a fondo la técnica de 
IFI en diversas condiciones para determinar 
su aplicabilidad general. 

N UEVOS MÉTODOS PARA 
LA DIFERENCIACIÓN 

INTRArÍrICA 

3 

El objetivo de la diferenciación 
intratipica de cepas de poliovirus es deter- 

w minar si los aislados de muestras obtenidas en 
4 ul el terreno son virus derivados de la vacuna o 
% 
: 

virus salvajes. Esto es importante para la eva- 

E 
luación de pacientes paraliticos y para la vi- 

2 gilancia epidemiológica. 

$ Se han desarrollado varios mé- 
.î: todos para la diferenciación intratipica, que 
P VI 

incluyen los que se describen a continuación. 

9- 
õ 

Pruebas con anticuerpos policlonales 
cq Se han desarrollado pruebas de 

neutralización o de inmunosorción ligada a la 

484 enzima (ELISA) que usan antisueros policlo- 

nales absorbidos de forma cruzada. Me- 
diante la absorción cruzada con la cepa hete- 
róloga, se ha logrado que antisueros de conejo 
específicos para el tipo, producidos contra vi- 
rus semejantes a los de la vacuna Sabin (SS) 
y virus salvajes (NSS), sean específicos para 
la cepa. Durante muchos años se han usado 
con éxito estos antisueros en una prueba de 
neutralización y en una ELISA para la dife- 
renciación intratipica de cepas de poliovirus. 
El sistema de la ELISA indirecta en “sand- 
wich” utiliza anticuerpos (bovinos) especifi- 
cos para el tipo de poliovirus para la captura 
de virus, y sueros anticonejo marcados con 
peroxidasa de rábano (PR) para la detección 
de anticuerpos ligados, anti-SS o anti-NSS. 
Con cualquiera de los dos métodos se obtie- 
nen resultados bien definidos en aproxima- 
damente 95% de los aislados. El empleo de un 
método bien establecido es una ventaja de la 
técnica; las pruebas son fáciles de realizar y 
se pueden obtener resultados dentro de las 24 
horas cuando se usa la ELISA. Sm embargo, 
la producción de los antisueros plantea al- 
gunos problemas y es preciso efectuar muy 
cuidadosamente la absorción. 

Grupos de anticuerpos 
monoclonales 

Se han producido grupos de 
anticuerpos monoclonales para cada uno de 
los tres serotipos. El grupo para cada tipo in- 
cluye seis anticuerpos con distintos grados de 
especificidad para la cepa. En la actualidad se 
recomienda que se usen estos grupos en 
pruebas de neutralización basadas en medi- 
ciones del índice de neutralización, en las que 
se exponen cantidades variables de virus a una 
cantidad fija de anticuerpo. La identificación 
de cepas como semejantes a las de la vacuna 
Sabin o de tipo salvaje concuerda amplia- 
mente con la obtenida mediante el empleo de 
sueros policlonales absorbidos. En la prueba 
se aplica un método bien establecido. Se han 
encontrado ciertas dificultades con respecto 
a la estabilidad, reconstitución y especifici- 
dad de estos anticuerpos monoclonales. 



Hibridación con sondas 

Se han construido plásmidos que 
generan ribosondas que permiten identificar 
poliovirus derivados de las cepas Sabin me- 
diante la hibridación en soporte sólido [por ej., 
papel de nitrocelulosa o de filtro] (blot hybrid- 
izaticm). Se han desarrollado dos ribosondas 
independientes para cepa Sabin, y una ribo- 
sonda de reacción amplia que detecta la pre- 
sencia de ARN de poliovirus (o enterovirus) 
y proporciona una reacción control positiva. 
También se han elaborado varias ribosondas 
específicas para el genotipo, que permiten la 
identificación positiva de virus salvajes de se- 
cuencia conocida. El empleo de estas ribo- 
sondas requiere la amplificación previa del 
ARN vírico, ya sea mediante la propagación 
en cultivo celular 0 con una amplificación en- 
zimática in vitm del ADNc antes de la hibri- 
dación en soporte sólido. No obstante, la tec- 
nología de las sondas es de fácil aplicación 
cuando está adaptada a sistemas de detec- 
ción no isotipicos sensibles. 

Un problema operativo en las 
pruebas tradicionales con sondas es la nece- 
sidad de isótopos radiactivos. Las desventa- 
jas de estas sondas radiactivas son su breve 
vida media, los riesgos de radiación y los cos- 
tos de eliminación de los desechos radiacti- 
vos. Se han creado métodos de marcaje no 
radiactivo de sensibilidades comparables a las 
de las sondas radiactivas (es decir, sensibi- 
lidades para valores menores de un pico- 
gramo sin la amplificación previa del ADNc). 
Por ejemplo, un sistema que aplica la digoxi- 
genina como grupo de modificación en la se- 
cuencia de la sonda muestra un efecto de fondo 
extremadamente bajo en las pruebas de hi- 
bridación. Las sondas marcadas con digo- 
xigenina son estables y reutilizables, y se 
pueden detectar mediante sistemas indica- 
dores de colorimetría, luminiscencia o fluo- 
rescencia. 

Se pueden aplicar las sondas 
marcadas no radiactivas a la hibridación en 
soporte sólido (Southem, Northem, dot blot), 
la hibridación en solución y la hibridación in 
situ. Se han desarrollado varios métodos en- 
zimáticos y químicos para introducir grupos 
de modificación no radiactivos en los ácidos 

nucleicos (polinucleótidos u oligonucleóti- 
dos, ARN o ADN) . Se dispone de varios sis- 
temas de detección. Las sondas no radiacti- 
vas se pueden preparar en laboratorios 
centrales y enviar a otros laboratorios de la red. 
Para las pruebas de soporte sólido (blotting), 
hibridación y detección solo es necesario un 
equipo técnico mínimo. La aplicación de sis- 
temas de marcaje no radiactivo se puede 
combinar fácilmente con métodos de ampli- 
ficación como la RCP, para mejorar la sensi- 
bilidad y la especificidad. En consecuencia, el 
empleo de métodos no radiactivos al marcar 
las sondas facilitará considerablemente la de- 
mostración de la tecnología de sondas en va- 
rios laboratorios. 

Amplificación enzhnática de genes 
in vitro 

Como se describió anterior- 
mente, la RCP se ha utilizado para la detec- 
ción sensible de poliovirus derivados de ce- 
pas Sabin y de algunas cepas de poliovirus 
salvajes con genotipos bien conocidos. Se han 
diseñado pares de cebadores que permiten 
identificar cada tipo Sabin según las movili- 
dades electroforéticas del producto amplifi- 
cado. También se han preparado pares de ce- 
badores para genotipos de poliovirus salvajes 
específicos, de tal modo que se pueden am- 
plificar selectivamente sus secuencias en pre- 
sencia de un exceso de genomas del virus de 
la vacuna. El método es relativamente fácil y 
da resultados en un día. No obstante, un 
problema importante de este método es el re- 
quisito de generar pares de cebadores nuevos 
y de validarlos para cada genotipo de tipo 
salvaje. 

Polimorfismo de la longitud 
de segmentos de restricción 
(restricttrm fragment Zengfh 
potymmphism, RFLP) 

Utilizando ARN vírico extraído 
del sobrenadante de un cultivo celular, se 
efectúa la transcripción inversa del segmento 
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genómico del poliovirus y se amplifica me- 
diante la RCP, como se describió anterior- 
mente. El análisis del RFLP del ADN de do- 
ble cadena resultante se realiza mediante la 
digestión con endonucleasas específicas, se- 
guida de la separación electroforética de frag- 
mentos de ADN de longitudes diferentes. Se 
pueden entonces comparar con rapidez y con 
un alto grado de especitkidad los patrones de 
RFLP obtenidos con segmentos genómicos 
equivalentes de distintas cepas víricas. La 
prueba del RFLP-1 examina una secuencia de 
480 nucleótidos entre los residuos 2401 y 2880 
(PMvIahoney), una región que codifica la mi- 
tad N terminal de la proteína VI’1 de la cáp- 
side, que incluye el sitio antigénico 1. Se usan 
cebadores genéricos @neric primers) capaces 
de amplificar en la RCP todas las cepas de po- 
liovirus. Para el análisis del RFLP, se utilizan 
las endonucleasas HaelII, DdeI y HpaIl por su 

capacidad de generar perfiles bien definidos 
de los fragmentos para las cepas representa- 
tivas de poliovirus de secuencia conocida en 
la región genómica: WMahoney, P2/Lan- 
sing, P3/Finland/23127/84 y las tres cepas de 
la vacuna Sabin. Estas ultimas cepas y los vi- 
rus relacionados se pueden identificar por sus 
perfiles de RFLP-1 específicos para las cepas 
Sabin (uno para cada serotipo), que son dis- 
tintos de los perfiles de las cepas salvajes 
homotipicas. 

En el cuadro 1 se sintetizan los 
requisitos técnicos, las ventajas y las desven- 
tajas de los diferentes métodos. Hay que se- 
ñalar que, sobre todo en los países donde no 
existen casos de poliomielitis, se prefieren los 
métodos más decantados hacia la detección 
de cepas de virus salvajes. 

CUADRO 1. Metodos para la diferenciación intratfpica de poliovirus 

Metodo Requisitos t&xicos Ventajas Desventajas 

Antisueros policlo- 
nales de adsor- 
ción cruzada 

Grupos de anticuer- 
pos monoclonales 
(neutralización) 

Hibridación con 
sondas 

Amplificación enzi- Cebadores, equipo 
mática de genes para la RCP, 
in vitre (RCP) electroforesis 

Polimorfismo 
de la longitud 
de segmentos 
por la restricción 

Instalaciones para el 
cultivo celular, 
equipo para la 
ELISA 

Instalaciones para el 
cultivo celular 

Sondas marcadas, 
equipo para la 
hibridación 

Cebadores, equipo 
para la RCP, 
enzimas de 
restricción, 
electroforesis 

Metodo estandarizado, 
fácil, rápido (ELISA) 

Método estandarizado, 
resultados con interpre- 
tación bien definida 

Sencillo, rápido, facil 
de estandarizar, 
factible con sondas 
no radiactivas 

Es posible la amplificación 
especifica para la cepa 
a partir de una sola 
muestra, rapidez, fácil 
interpretacián, potencial 
de aplicación en mues- 
tras cllnicas 

Rapidez, interpretación 
bien definida, facil 
detección de mezclas, 
identificación de genoti- 
pos salvajes 

Estandarización defi- 
ciente, resultados 
indeterminados en 
casi 5% de las 
cepas 

En la actualidad 
se usan grandes 
cantidades 
de anticuerpos 
monoclonales 

Tal vez no se puedan 
resolver con rapi- 
dez las mezclas 
de tipos; requiere 
el aislamiento 
de los virus previo 
a la hibridación 

Contaminación cru- 
zada de las mues- 
tras: se requieren 
cebadores especl- 
ficos para cada 
genotipo 

Costoso, contamina- 
ción cruzada de 
las muestras 



Recomendactis 
1. Aunque varios laboratorios 

tienen experiencia con uno de los métodos 
antes mencionados, pocos han trabajado con 
más de uno. Es preciso iniciar un estudio co- 
laborativo que incluya a laboratorios con am- 
plia experiencia, con el fin de conocer la ca- 
pacidad relativa de cada uno de los métodos 
antes mencionados para identificar correcta- 
mente cepas de poliovirus. 

2. A nivel de los Laboratorios 
Regionales de Referencia es preciso efectuar 
un estudio colaborativo para determinar si es 
posible limitar el número de anticuerpos mo- 
noclonales necesarios para la diferenciación 
intratipica y optimar este método. 

3. Se recomienda que, de acuerdo 
con los resultados de los estudios colaborati- 
vos mencionados, se revise el Idanual for vi- 
rological investigation of poliomyelitis [Manual 
para la investigación virológica de la polio- 
mielitis]2 en relación con los procedimientos 
siguientes: 

q el procedimiento recomendado 
para la tipificación, ya que esta es esencial para 
la diferenciación intratipica correcta; 

0 el método recomendado para la 
diferenciación intratipica; después de com- 
pletar los estudios colaborativos menciona- 
dos, se debe tomar una decisión sobre el mé- 
todo que se usará. 

N u~vos~É~0~0sr~ 
DETEClARANTICUERl’OS 
coNTRALosPoLIo~us 

La prueba de neutralización de 
poliovirus es un método sensible y específico 
para la determinación de los anticuerpos re- 
sultantes de la infección por virus de la va- 
cuna o salvajes. Sin embargo, a causa de las 
considerables dikultades para interpretar los 
resultados y de las limitaciones de recursos y 

tiempo, en la actualidad la serología no forma 
parte de las actividades de erradicación de los 
poliovirus. Aun así, los resultados presenta- 
dos en esta reunión indican que se ha lo- 
grado un progreso importante en la obten- 
ción de métodos alternativos basados en la 
técnica ELISA para medir los anticuerpos 
contra los poliovirus. Estos métodos nuevos 
podrían en definitiva resultar útiles para la 
erradicación mundial de la poliomielitis. 

En tres laboratorios diferentes, se 
han desarrollado pruebas ELISA con captura 
específica para el isotipo (isotype-specific cap- 
ture tests), destinadas a detectar anticuerpos 
IgM o IgA específicos para cada uno de los tres 
tipos de poliovirus. Aunque los detalles de los 
tres procedimientos varfan ligeramente, las 
estrategias generales son similares. En resu- 
men, la especificidad de clase de los anticuer- 
pos se determina por los anticuerpos anti-mu 
o anti-alfa de captura que revisten un soporte 
de fase sólida. Se agregan los sueros que se 
ensayaran, seguidos del serotipo específico de 
poliovirus como antígeno. Los anticuerpos 
detectores son anticuerpos monoclonales es- 
pecíficos para cada uno de los tres serotipos. 
Se aiiade entonces el sistema generador de 
señales para determinar la medida en que se 
han unido los anticuerpos detectores. Los 
métodos son técnicamente fáciles de realizar, 
no requieren un equipo amplio y pueden dar 
resultados en menos de dos días. 

Los resultados notificados han 
mostrado una correlación elevada en casos 
clfnicos entre la presencia de IgM especifica 
para los virus y los virus aislados en el pa- 
ciente. Se observó una reacción cruzada muy 
escasa con otras infecciones por enterovirus 
y la frecuencia de respuestas a serotipos múl- 
tiples fue baja. Hubo también una correla- 
ción alta entre las respuestas de IgM e IgA de 
los vacunados y la seroconversión en la prueba 
de neutralización de anticuerpos. También se 
presentaron datos que indicaban que la ELISA 
para la IgM era más sensible que el aisla- 
miento de virus en el diagnóstico de la pará- 
lisis fláccida aguda asociada con poliovirus. 

z Documento inédito de la OMS, WHO/EI’IICDS/l’olio/90.1, 
1990. 487 



Por el contrario, la correlación 
entre los resultados de la ELISA con captura 
(capture ELISA) para la IgG específica para los 
virus y el titulo de anticuerpos neutralizantes 
fue baja. No obstante, tal vez otras configu- 
raciones de la prueba proporcionen una me- 
jor medición de la IgG. Los resultados de una 
ELISA de enlace competitivo indican que este 
método puede ser muy promisorio. Además, 
usando sueros adsorbidos, la prueba de en- 
lace competitivo (cornpetitive binding assay) 
también pudo diferenciar específicamente 
entre la respuesta a la vacuna oral y la res- 
puesta a la vacuna inactivada, si bien se re- 
dujo notablemente la sensibilidad. 

Como resultado de estos infor- 
mes y su análisis posterior, queda claro que 
la serología basada en la ELISA tiene un gran 
potencial para contribuir al esfuerzo de erra- 
dicación en tres áreas principales: 1) el diag- 
nóstico específico del virus de la parálisis 
fláccida aguda causada por poliovirus; 2) la 
medición de la respuesta inmunológica a la 
vacuna, y 3) la determinación de la prevalen- 
cia de anticuerpos contra los poliovirus. 

En el caso del diagnóstico espe- 
cífico de los virus, la ELISA con captura de IgM 
(capture &M ELISA) y, posiblemente, la ELISA 
de IgA, han resultado promisorias para de- 
terminar con rapidez la infección reciente por 
poliovirus. Es necesario realizar un estudio 
colaborativo al menos en tres laboratorios para 
evaluar la correlación entre la respuesta de IgM 
e IgA y la infección por poliovirus. Esto re- 

rr) 
querirá identificar sueros de casos y controles 

s apropiados, someter a pruebas los sueros y 
w analizar los resultados (véase el anexo). Sin 
4 
s 

embargo, para distinguir entre la infección 

Ñ 
causada por virus salvajes y la infección pro- 

E 
votada por la vacuna serán necesarios otros 

c: 
estudios destinados a desarrollar pruebas 

3 
sencillas y rápidas. 

.-z Entre los vacunados, es impor- 

D tante evaluar la respuesta de anticuerpos es- 
cn 
B 

pecíficos de clase y su correlación con los 
anticuerpos neutralizantes. Es preciso dise- 

õ 
cq ñar un estudio colaborativo similar al des- 

crito anteriormente para evaluar la función de 
estas pruebas en este contexto. Como ya se 

488 han identificado los sueros y los métodos se- 

rán idénticos, esta evaluación requerirá solo 
un pequeño esfuerzo adicional. 

Si bien tanto en los casos clínicos 
como en los vacunados es posible valorar la 
respuesta de anticuerpos a una infección re- 
ciente por los virus midiendo los anticuerpos 
IgA e IgM, probablemente el estado inmu- 
nológico de toda una población solo se pueda 
medir determinando la respuesta de IgG. 
Hubo consenso en que la configuración de la 
ELISA con captura (capture ELISA configura- 
tion) era inapropiada para este propósito. Es 
preciso continuar perfeccionando esa prueba 
para medir los títulos de anticuerpos IgG, que 
tienen una elevada correlación cuantitativa con 
los anticuerpos neutralizantes. 

Aunque no está relacionado di- 
rectamente con la prueba ELISA, el empleo de 
papel de filtro para recolectar muestras de 
suero constituirá una parte importante de la 
aplicación rutinaria de la serología. El pe- 
queño volumen de los sueros que requiere la 
prueba ELISA explica la alta viabilidad de este 
método de recolección de muestras. A pesar 
de que se ha descrito el empleo de papel de 
filtro en la recolección para otras pruebas 
de la IgM, hay que comprobar su utilidad en 
estas pruebas. 

RtZComendaczoneS 

1. Se debe llevar a cabo un estu- 
dio colaborativo para evaluar la correlación 
entre los anticuerpos IgM o IgA detectados 
mediante la ELISA con captura de anticuer- 
pos y la infección reciente por poliovirus, con 
el fin de determinar la utilidad de esas prue- 
bas en el diagnóstico especifico para los virus 
de la parálisis fláccida aguda. Es preciso 
identificar sueros apropiados en un lapso de 
tres meses y completar el estudio en un año. 

2. Hay que realizar un estudio 
colaborativo para analizar la correlación en- 
tre los anticuerpos IgM o IgA detectados me- 
diante la ELISA con captura de anticuerpos y 
la respuesta de anticuerpos neutralizantes a 
las vacunas, para determinar si esas pruebas 
serán útiles al evaluar la respuesta a las va- 



cunas. Se han identificado los sueros apro- 
piados y el estudio se completará en un ario. 

3. Es necesario evaluar los resul- 
tados de los estudios anteriores con vistas a 
formular recomendaciones específicas res- 
pecto a la modificación o la continuación de 
las políticas actuales de los programas en 
cuanto al empleo de la serología en las acti- 
vidades de erradicación de los poliovirus. 

4. La OMS debe apoyar el desa- 
rrollo de pruebas para medir los títulos de 
anticuerpos IgG, cuyos resultados se corre- 
lacionan con los de las pruebas de anticuer- 
pos neutralizantes. 

5. Es preciso evaluar el empleo de 
papel de filtro en la recolección de sueros para 
las pruebas ELISA de poliovirus. 

6. Se recomienda que la OMS 
apoye y coordine una evaluación clínica 
prospectiva de la sensibilidad y la especifici- 
dad de estos procedimientos serológicos más 
nuevos para el diagnóstico específico de los 
virus en casos de parálisis fláccida aguda. 
Este estudio debe incluir la recolección de 
sueros seriados y muestras fecales de casos 
clínicos de poliomielitis bien caracterizados y 
confirmados. 

N UEVOS MÉTODOS 
PNRA ANALIZAR 

LA NEUROVIRULENCIA 
DE LOS POLIOVIRUS 

En los últimos años, se han de- 
sarrollado varios métodos nuevos para ana- 
lizar la neurovirulencia de los poliovirus. Es- 
tos métodos ofrecen ventajas bien definidas 
con respecto a la prueba de la neurovirulen- 
cia en el mono: son más rápidos, cuestan me- 
nos y son potencialmente más confiables. 

El ratón transgénico 

Uno de estos nuevos métodos es 
el modelo del ratón transgénico para la polio- 
mielitis. Se han obtenido ratones transgéni- 
cos que expresan el receptor de la célula hu- 
mana para el poliovirus (RPV). Los ratones 

transgénicos con RF’V son sensibles a la in- 
fección por poliovirus y contraen poliomieli- 
tis después de la inoculación con cualquiera 
de los tres serotipos de poliovirus salvajes. Los 
ratones son sensibles después de la inocula- 
ción por las vías intracerebral, intramuscular, 
intraperitoneal, intravenosa y (con una dosis 
de inoculación más alta) oral. En los ratones 
transgénicos con RPV no se produce la en- 
fermedad clínica después de la inoculación con 
cualquiera de los tres serotipos de las cepas 
de la vacuna Sabin. En consecuencia, estos 
ratones podrían ser usados en las pruebas 
para determinar la neurovirulencia de los 
poliovirus. 

Segmentación por enzimas 
de restricción en la RCI? para la 
determinación de mutantes (mutnnt 
assay by PCR restriction-mzyme 
climage, MAPREC) 

La segunda prueba, la MA- 
PREC, examina directamente loci genómicos 
que son importantes para el fenotipo de ate- 
nuación. En esta prueba, se usa la RCP para 
amplificar una región del genoma vírico y, 
mediante la segmentación por enzimas de 
restricción de los productos amplificados, se 
detectan las diferencias importantes en la se- 
cuencia. Por ejemplo, la MAPREC se ha usado 
para determinar el porcentaje de C en el nu- 
cleótido 472 en las cepas del tipo 3, una de las 
posiciones que controlan el fenotipo de ate- 
nuación. El examen de más de 70 lotes de va- 
cuna y de otras cepas vfricas del tipo 3 ha in- 
dicado que la proporción de virus con C en la 
posición 472 tiene una alta correlación con los 
resultados de la prueba de la neurovirulencia 
en el mono. Todos los lotes de vacuna que no 
superaron la prueba en el mono contenían 
> 1% de C en 472, mientras que los lotes que 
pasaron la prueba contenían < 1% de C en 472. 
Las mutaciones en otras posiciones genómi- 
cas no se correlacionaron con los resultados 
de la prueba de neurovirulencia en el mono. 
Por consiguiente, la MAPREC es una prueba 
rápida, barata y confiable, que parece muy 
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promisoria para determinar el potencial de 
neurovirulencia de los poliovirus. No obs- 
tante, es preciso desarrollar y evaluar proce- 
dimientos de la prueba MAPREC específicos 
para las cepas de los tipos 1 y 2 de la vacuna. 

Prueba de la traducción is vitio 

El tercer método es una prueba de 
la traducción in vitro. Se traduce el ARN vf- 
rico en sistemas exentos de células y se cuan- 
tifica el producto de la traducción. En esta 
prueba, las eficiencias de la traducción del 
ARN de las cepas Sabin son considerable- 
mente inferiores a las observadas en el caso 
de las cepas de tipo salvaje. Se han represen- 
tado las diferencias en la traducción en las 
posiciones de la región no traducida 5’ que 
controla el fenotipo de atenuación. Por lo tanto, 
esta prueba emplea una correlación entre la 
eficiencia en la traducción y la neurovirulen- 
cia para evaluar la atenuación de una cepa 
particular. 

Estas tres pruebas podrían com- 
plementar 0, quizá, incluso sustituir a la 
prueba de la neurovirulencia en el mono. No 
obstante, es necesario realizar otros estudios 
en varios laboratorios antes de que se puedan 
tomar otras decisiones sobre el empleo de es- 
tas pruebas. 

Rechhs 
1. Los ratones transgknkos con WV. 

Es necesario comparar la sensibilidad y la va- 

3 
riabilidad de una prueba de neurovirulencia 

w 
en el ratón transgénico con la prueba en el 

4 mono. Como primer paso, se recomienda de- 

2 
terminar la neurovirulencia de cepas de tipo 

z 3 en una o más líneas de ratones transgéni- 

E cos con RPV. Se deben someter a las pruebas 
u 
E 

tres cepas: una cepa atenuada (P3/Sabii), una 
EL virulenta (P3iLeon) y una de neurovirulencia 
.Ñ 
P 

intermedia (por ejemplo, la ATCC VR-1004 u 

vl otra similar). Se realizará la inoculación intra- 

o- 
cerebral de los ratones y se cuantificarán los 

õ 
signos clínicos y las lesiones en el encéfalo y 

cq la médula espinal. Las áreas examinadas del 
encéfalo y la médula espinal deben ser las que 
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son patognomónicas de la poliomielitis. Es- 
tos estudios se efectuarán en colaboración en 

varios laboratorios diferentes. Cada labora- 
torio ha de determinar la cantidad de virus 
inoculados y el tiempo de incubación, pero, 
como punto de partida, se pueden usar los 
valores publicados (véase Ren et al. Cell. 
1990;63353-362). También se debe realizar la 
prueba mediante la inoculación intramuscu- 
lar, que parece ser tan eficiente como la intra- 
cerebral y puede ser más fácil de realizar. La 
meta de estos estudios será comparar direc- 
tamente y utilizando los mismos virus los re- 
sultados de las pruebas de la neurovirulencia 
en el ratón con pruebas en monos. Si los re- 
sultados indican que la prueba en el ratón es 
tan sensible y reproducible como la prueba en 
el mono, se justificarfan estudios adiciona- 
les, usando primero aislados de poliovirus de 
tipo 3 relacionados con la vacuna y luego los 
serotipos 1 y 2 del poliovirus. 

2. MAPREC. Se han obtenido 
bastantes datos que indican la existencia de 
una excelente correlación entre la proporción 
de C en la base 472 del genoma del tipo 3 y la 
prueba de la neurovirulencia en el mono. Por 
consiguiente, los participantes en esta reu- 
nión instan a efectuar estudios similares 
usando las cepas de poliovirus de los tipos 1 
y 2. Para ambos serotipos, es preciso exami- 
nar inicialmente tres cepas: una cepa viru- 
lenta (por ejemplo, I?ZMEFl oPl/Mahoney), 
una atenuada (por ejemplo, Pl/Sabin o P2/ 
Sabin) y cepas de virulencia intermedia. Se 
usará la MAPREC para determinar el nucleó- 
tido en posiciones que están relacionadas con 
el fenotipo de atenuación de esas cepas. Los 
resultados del análisis de la MAPREC se 
compararán con los de las pruebas de la neu- 
rovirulencia en el mono establecidas por la 
OMS, como se hizo con las cepas de tipo 3. 

3. Prueba de Za traducción in vitro. 
Es preciso examinar más a fondo la correla- 
ción entre la menor eficiencia en la traduc- 
ción in vitro y la atenuación impartida por 
mutaciones en la región no traducida 5’, y 
compararla con los resultados de las pruebas 
de la neurovirulencia en el mono. Inicial- 
mente, hay que examinar tres cepas de polio- 
virus de tipo 3 con neurovirulencia elevada, 



baja e intermedia. Se debe determinar la efi- 
ciencia en la traducción in vitro de los geno- 
mas de esos virus y la exactitud y variabili- 
dad de la traducción. Hay que efectuar 
pruebas paralelas de la neurovirulencia en el 
mono usando las mismas cepas víricas. Si los 
resultados preliminares sugieren que la 
prueba de traducción in vitro es una buena 
indicación de la atenuación, se debe fomen- 
tar el examen de aislados de tipo 3 relaciona- 
dos con la vacuna, así como de aislados re- 
presentativos de los otros dos serotipos, 
usando la traducción in vitro y la prueba de la 
neurovirulencia en el mono. 

Sería muy productivo realizar es- 
tudios paralelos de estos tres procedimientos 
nuevos de prueba, usando cepas víricas idén- 
ticas de tal modo que se puedan comparar di- 
rectamente los resultados de las distintas 
pruebas. Esto se puede lograr más efectiva- 
mente en un solo laboratorio, pero también 
se podría efectuar mediante la colaboración 
eficaz entre distintos laboratorios. 

A NEXO 1 
Información que se proporcio- 

nará con las muestras de suero que se some- 
terán a pruebas en los estudios prospectivos 
y retrospectivos colaborativos relacionados 

con los procedimientos serológicos nue- 
vos para el diagnóstico de infecciones por 
poliovirus. 

i!i&nti&ación retrospectiva de casos 
(lo0 sui?ros) 

1. Diagnóstico clínico: parálisis 
fláccida aguda (PFA) . 

2. Antecedentes de vacunación, tipo 
de vacuna y fecha (indicar cartilla o historia 
clínica). 

3. Resultados de laboratorio sobre el 
aisla&ento, identificación, caracterización del 
virus y de la serología (si se ha efectuado). 

4. Fecha de inicio. 
5. Fecha de los sueros (O-4 sema- 

nas después de la fecha de inicio). 
Volumen de la muestra de suero 

(0,220 más). 
z Edad, sexo, país. 

controles (100 sueyos) 

1. La misma información indicada 
para los casos. 

2. Diagnóstico clfnico: síndrome de 
Guillain-Bar& (SGV). 

Otras parálisis fláccidas agudas 
sin aislados de poliovirus. 

N-EW APl?ROACHES To 
POLIOVIRUS DIAGNOSIS 
USING LABORATORY 
TECHNIQUES: 
MEMORANDUM F’ROM 
AWHOMEETING 

Laboratory diagnosis of polio- 
myelitis is an important part of the WHO in- 
itiative for global eradication of poliomyelitis. 

During the last year, new methods have been 
developed for the detection of poliovirus in 
clinical specimens, for intratypic differentia- 
tion, for the analysis of poliovirus neuro- 
virulence, and for the detection of poliovirus 
antibodies. Progress in laboratory tech- 
niques for detection of poliovirus antibodies 
and for characterization of poliovirus isolates 
has suggested severa1 new approaches to 
poliovirus diagnosis using laboratory 
techniques. 


