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I. INTRODUCCION

El Instituto de Nutricién de Centro América y Pa-
naméi (INCAP) ha establecido, a través de multiples inves-
tigaciones, la importancia de los procesos infecciosos como
factores agravantes y desencadenantes de la desnutricién
en la poblacion infantil de Guatemala y de otros paises
donde prevalecen condiciones de vida similares(6).

Los estudios epidemiolégicos realizados en el propio
medio rural han demostrado que la morbilidad y la morta-
lidad infantil estin determinadas principalmente por la
alta prevalencia de enfermedades diarreicas, procesos res-
piratorios y enfermedades comunes de la primera infancia
tales como el sarampidén y la tos ferina.

Después de varios afios de estudios sobre la morbilidad
vy mortalidad en esas areas, y de extensas investigaciones
en cuanto a la prevalencia de parasitos intestinales y bac-
terias enteropatégenas (9, 49, 67, 81), se logro establecer
claramente la importancia de los procesos diarreicos como
uno de los principales flagelos de la salud de nuestro pue-
blo. Estos estudios también revelaron deficiencias en nues-
tros conocimientos sobre la etiopatogenia de esos procesos.

Por ejemplo, el porcentaje considerable de casos de
diarrea en que no es posible identificar alguno de los or-
ganismos enteropatégenos reconocidos (Shigella, Escheri-
chia coli enteropatégena, Salmonella), ha inducido a pen-
sar en otras posibles causas etiolégicas, entre éstas, los
virus (48).

Con el fin de explorar la participacién que los virus
puedan tener como agentes causales de diarrea, se disefld
un estudio longitudinal de acuerdo con el cual se seguiria
la observacion de nifios, desde su nacimiento y por un
periodo no menor de dos afnos. Este estudio ya se inicio,
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y los nifios son clinica y microbioldégicamente examinados
a intervalos predeterminados, con el propésito de estable-
cer el mayor nimero de colonizaciones por parasitos, bac-
terias, y virus. Se espera que los datos microbiolégicos
colectados puedan ser correlacionados con el estado de sa-
lud del niiio.

Las investigaciones seroldgicas en sangre del cordén
umbilical y en los sueros obtenidos periédicamente después
del nacimiento son, segin se sabe, de suma utilidad para
conocer las fuerzas infecciosas que actian sobre la po-
blacion.

Fue este trabajo precisamente el que inicié el estudio
del estado inmunitario del suero del cordén umbilical de
nifios y del suero de sus respectivas madres, provenientes
de sectores de poblacion de bajo nivel socioecondémico de
Guatemala. El propésito de la investigaciéon fue, por un
lado, establecer la metodologia a emplear en el estudio lon-
gitudinal y, por el otro, aportar nuevos datos al conoci-
miento de la epidemiologia de la poliomielitis en Guatemala.

En los siguientes capitulos de esta tesis se incluye una
resefia de algunos aspectos de la epidemiologia de la polio-
mielitis en general y de los estudios clinicos y virolégicos
realizados en Guatemala sobre el mismo tema. Luego se
presenta un breve resumen sobre la importancia de la E's-
cherichia coli enteropatdogena en la etiologia de las diarreas
y de los trabajos que sobre este particular figuran en la
literatura médica guatemalteca. Se describe, finalmente, el
material y los métodos empleados en el estudio de anticuer-
pos de poliovirus y de Escherichia coli enteropatéogena en
sueros de madres y del cordon, asi como los resultados ob-
tenidos y la discusién de los mismos.

II. ANTECEDENTES

Puesto que la presente investigacion consistiéo en la
determinacién de anticuerpos neutralizantes de poliovirus
y de bacteriolisinas de E'scherichia coli enteropatégena, se
ha juzgado conveniente hacer una breve revision de la bi-
bliografia relacionada con la polimielitis y con la diarrea
del nifio recién nacido y del preescolar.

A. EPIDEMIOLOGIA DE LA POLIOMIELITIS

En una revision bibliografica realizada por Salas et
al.(79) se cita como hecho probable el reconocimiento de
la poliomielitis como entidad nosologica, 18 siglos antes de
la era cristiana. En ese trabajo se sefiala también que la
poliomielitis fue descrita por Heine en 1840, y que en el
mismo afio se definié su caracter epidémico. Ademaés, Vick-
man, durante la epidemia que azoté6 a Suecia en 1905, con-
cluydé que la propagacion era por contacto directo y, como
resultado de las investigaciones de Flexner y Lewis, se hizo
evidente que el agente etiol6gico de la poliomielitis era un
virus.

En otra resefia bibliografica, la de Nieto y Villasa-
na(58), se cita que en 1931 Burnet y McNamara sefialaron
la existencia probable de mas de una variedad inmunold-
gica del virus.

Sabin y Olitsky (76) en 1936, por otra parte, cultivaron
por primrea vez el virus en tejido nervioso embrionario hu-
mano, y Enders et al.(22), en 1949, lograron cultivar el
virus en tejidos no nerviosos desarrollando técnicas de
grandes repercusiones en el conocimiento de la poliomie-
litis y de la virologia en general.

Ya en 1900(64) se sabia que la poliomielitis era una
enfermedad mundial que presentaba variaciones clinicas y
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epidemioldgicas en las diversas regiones geograficas; que
ocurre endémicamente en los nifos pequeios de las areas
tropicales en vias de desarrollo, o bien en forma epidémica,
atacando a individuos de diversas edades en las areas in-
dustrializadas.

De acuerdo con Paul(65) la propagacién del virus es
¢ptima en colectividades donde el saneamiento ambiental es
deficiente, y en aquellas donde hay aglomeracién y pobreza
y presentan elevadas tasas de mortalidad infantil. En
estas comunidades, los nifnos, desde sus primeros afios de
vida, tienen mayores oportunidades de estar en contacto
con los tres tipos del virus, a tal punto que a la edad de 3
a 4 afios, la mayoria han sido infectados por lo menos con
alguno de los tres serotipos.

Las estadisticas oficiales, al igual que las investigacio-
nes virolégicas efecluadas indican que la infeccién ocurre
en una gran proporcién de lag poblaciones de los paises en
vias de desarrollo, siendo la enfermedad esporidica y rara
vez epidémica. Por el contrario, en aquellos paises donde
las condiciones sanitarias son mejores, la exposicién de los
nifios al virus es menor, existiendo asi una menor oportu-
nidad para que éstos adquieran inmunidad natural.

En regiones en que las cuatro estaciones del afio estan
bien demarcadas, la poliomielitis manifiesta cierta tenden-
cia epidémica estacional, ocurriendo el mayor nimero de
casos durante el verano (64, 74), lo que no sucede en las
regiones tropicales.

En varios lugares del globo se ha observado una rela-
cion inversa entre la mortalidad infantil y la tasa de polio-
mielitis. Asi, por ejemplo, en ciertos paises de Ibero-Amé-
rica se ha podido constatar que a una disminucién de la
tasa de mortalidad infantil, hasta de 75 por 1,000 nacidos
vivos, se acompaiia un ineremento del nimero de casos de
poliomielitis (63).

Los primercs estudios sobre anticuerpos a poliovirus
en el suero humano se iniciaron cerca de 40 afios después
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del descubrimiento de los virus causantes de la poliomielitis.
En estos trabajos se hicieron pruebas de neutralizacion
utilizando monos como sistema, y se demostrd que el suero
de adultos sin historia de enfermedad y provenientes de
areas en donde la poliomielitis aparece en forma epidémi-
ca, asi como de regiones en donde esta enfermedad es préc-
ticamente desconocida, casi invariablemente neutraliza el
virus (75).

El hecho de que la gran mayoria de los elementos de
una poblacién adquieran anticuerpos hacia la poliomielitis
sin manifestaciones clinicas, se acepta como evidencia de la
extensa diseminacién y transmisién del virus.

Como consecuencia del desarrollo de nuevos métodos
y técnicas de cultivo de tejidos, se ha realizado un buen
nimero de estudios de los aspectos epidemiolégicos de la
poliomielitis.

Borgofio (11), por ejemplo, describié un brote epidé-
mico de poliomielitis de 610 casos y 79 defunciones, causado
por el poliovirus 1, que ecurrié en Santiago, Chile, en 1955
y 1956. Los tipos 2 y 3 casi no contribuyeron a ese brote
y los virus Coxsackie se aislaron en ciertas ocasiones con-
juntamente. En esta epidemia, el 80 por ciento de los
casos fueron menores de 3 afos, observidndose ademéas una
mayor incidencia en el sexo masculino y en niflos pertene-
cientes a los niveles socioecondémicos mas altos.

Gelfand et al.(27) examinaron 1,430 sueros de indi-
viduos sanos de varias localidades del Perti pertenecientes a
grupos de nivel socioeconémico alto y bajo y de varios
grupos étnicos. Los resultados revelaron que un alto por-
centaje de personas poseian anticuerpos a los tres tipos de
virus. La adquisicién de éstos empieza a una edad tem-
prana y el titulo sube a medida que ésta aumenta. A los
3 afios de edad, de 75 a 80 por ciento de las muestras mos-
traban anticuerpos hacia la poliomielitis. Este hecho su-
giere que la poblacién se infecta progresivamente con tales
agentes y que las infecciones subclinicas ocurren con gran
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frecuencia. Se observaron también titulos ligeramente mas
altos en los grupos de bajos ingresos.

Bernkopf y colaboradores(10), en Israel, hicieron un
estudio sobre la frecuencia de anticuerpos en relacién a los
factores socioecondémicos, que consistié en el examen del
suero de 155 nifios de 6 meses a 2 afios de edad. El 50 por
ciento de los sueros colectados del grupo de 2 a 3 afios mostrd
anticuerpos a los tres tipos de virus, y el 95 por ¢iento de
los correspondientes a nifios de 6 a 7 afios presenté anti-
cuerpos a los tres tipos. Ademas se observd que los anti-
cuerpos eran méas frecuentes en nifios pertenecientes a
familias numerosas, de higiene precaria, sin encontrar di-
ferencias en relacion al nivel socioecondémico.

En Alaska, Reinhard ef al.(71) investigaron el estado
inmunitario hacia los tres tipos de poliovirus de nativos
vacunados y no vacunados, y encontraron que gran propor-
cién de no-vacunados tenian anticuerpos a uno o mas tipos
de poliovirus. Los anticuerpos hacia el tipo 2 estuvieron
presentes en lodos los grupos de edad mientras que aquéllos
con anticuerpos a los tipos 1 y 3 aparecieron en mayor can-
tidad en la segunda década de la vida. Todos los anticuerpos
decrecieron en prevalencia y titulo a la edad de 30 a 40
ahos.

Ashihara y colaboradores(5) en el Japon, investiga-
ron la presencia de anticuerpos neutralizantes en el suero
de 370 individuos sanos, grupo éste que abarcaba desde
recién nacidos (sangre del cordén) hasta adultos de 30
afios. Un alto porcentaje de las muestras del cordén pre-
sentaron anticuerpos; el porcentaje fue menor en el grupo
de nifios de 6 a 11 meses pero incrementé a partir de esa
edad.

Abad-Gémez y otros (1) publicaron los resultados de
un programa de vacunacién oral llevado a cabo en el altipla-
no de Antioquia, Colombia, en nifios de 2 meses a 6 afios, con
motivo de la aparicién de un brote de poliomielitis en el
que todos los casos de parailisis ocurrieron en nifios menores
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de 6 afios. Previo a la vacunacién se hizo un estudio viro-
l6gico de 6 familias en las cuales se habia registrado un
caso de polic paralitico, aislandose poliovirus 1 de dos pa-
cientes y de algunos de los familiares. El estudio serolégico
hizo manifiesta un alza significativa en el nivel de anti-
cuerpos. Estudiaron también el estado de inmunidad na-
tural de la poblacién susceptible, observando que los anti-
cuerpos para el tipo 1 eran los mas frecuentes y que el
mayor numero de triple negativos habia ocurrido en el
grupo de nifnios de 6 meses a 2 afios de edad. Cabe sefialar
que este programa incluyé un total de 7,378 nifios al inicio
de la campaiia de vacunacién y que, de éstos, el 94.5 por
ciento desarrollaron anticuerpos a los tres tipos de polio-
virus.

En un estudio epidemiolégico realizado en un grupo
seleccionado de Polonia, Debrowolska (19), encontré que cer-
ca del 50 por ciento de la poblacién presentaba anticuerpos
a poliovirus a la edad de 6 meses a 3 afios. En las zonas
de gran aglomeracién, tales como centros industriales, los
titulos en nifios jovenes fueron mas elevados que los de
nifios de los distritos rurales, diferencia ésta que no se
observé entre las poblaciones de mayor edad.

Chin et al.(17) describen una epidemia ocurrida en
1959 en Des Moines, Iowa, que atacd principalmente a ni-
flos menores de 5 afos, registrandose 174 casos con 4 de-
funciones. El estudio virolégico pertinente revelé 86 casos
con poliovirus tipo 1, dos con Coxsackie B2, dos con echo-
virus 7, y siete con virus no identificados. De acuerdo con
varios autores (44, 45), algunos inmunotipos de virus Cox-
sakie A y B y ciertos echovirus pueden estar implicados
como probables agentes etiolégicos de paralisis.

Pefia y otros(66), en Costa Rica, recopilaron las ma-
nifestaciones clinicas de la poliomielitis de acuerdo a los
registros: a) del Hospital San Juan de Dios, b) del Depar-
tamento de Bioestadistica del Ministerio de Salubridad Pu-
blica, y ¢) de otras fuentes. Los autores enumeran casos
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y brotes epidémicos, destacando la epidemia de 1954. Men-
cionan, ademads, que la poliomielitis en Costa Rica tiene
caracter de paralisis infantil, no habiendo diferencias esta-
cionales en la incidencia de los casos, ni en la distribucién
de acuerdo a los grupos etarios, asi como tampoco entre las
zonas rurales y las urbanas. Se hizo una encuesta sero-
Iégica en una muestra representativa de la poblacién que
incluyé desde recién nacidos (sangre del cordén) hasta
adultos. Los resultados de las pruebas de neutralizacion
en cultivos de tejido indicaron que la infeccién ocurre desde
el primer afio de vida, habiendo inmunidad en casi todos
los individuos del grupo de edad de 5 a 10 afios. El por-
centaje de doble o triple negativos fue menos de 1 y la
menor frecuencia de anticuerpos correspondié al poliovi-
rus 1.

Sabin(74), hizo un resumen de las caracteristicas epi-
demiolégicas de la poliomielitis en el Brasil, el Uruguay,
la Argentina y Chile (paises en los que esta enfermedad
cobra cada vez mayor importancia), a fin de determinar el
tipo de programa de vacunacién mas adecuado para cada
uno de ellos. Las estadisticas indicaron que en el Brasil
el 94 por ciento de los casos ocurria en menores de 5 afios,
siendo las epidemias poco frecuentes y sin manifestacion de
diferencias estacionales. En el Uruguay, la Argentina y
Chile, la mayor incidencia se observo en los meses calurosos
(de diciembre a abril), presentindose epidemias con perio-
dicidad variada. E] Uruguay experiment6 un 90 por ciento
de casos en los grupos etarios de 20 a 30 afios, mientras
que en la Argentina éstos ocurrieron entre ninos de 10 a
13 afios y en Chile en los comprendidos entre 7 y 9 anos.
En el periodo 1956-1961, Chile sufrié cambios en la epi-
demiologia de la poliomielitis que se reflejaron en la inci-
dencia por grupos etarios (11, 74). Este fenémeno se ha
observado también en varios paises del norte de Europa
después del desarrollo de epidemias. En contraposicion,
durante la era pre-epidémica, la poliomielitis se manifes-
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taba como una enfermedad tipica de niifios menores de
cinco aflos(64).

Melnick et al.(53) en Surinam, llevaron a cabo un es-
tudio serologico en 1960 con el objeto de determinar el
estado de inmunidad a la poliomielitis en diversas Aareas
del pais y en diferentes grupos étnicos. Aun cuando en
Surinam no se habian registrado casos de poliomielitis, se
pudo notar que los poliovirus eran ubicuos, a tal grado que
a la edad de 10 afios, 8 de cada 4 ninos poseian ya inmuni-
dad hacia los tres tipos del virus. Ademas se pudo esta-
blecer que en Ios adultos de més de 30 afos, los anticuerpos
al poliovirus 2 persistian en niveles facilmente demostra-
bles, mientras que los anticuerpos a los tipos 1 y 3 tendian
a decrecer.

Segtn se desprende de esta revision, los factores prin-
cipales que favorecen la infeccién por el virus y, por ende,
el desarrollo de anticuerpos neutralizantes son: localidad
geogrifica, clima, inmunidad pasiva, edad, estado socioeco-
riomico, relacicnes socioculturales y condiciones sanitarias
del medio ambiente.

1. La poliomielitis en Guatemala

El hallazgo de una figura de ceramica chorotega pro-
veniente de la region de Guanacaste, Costa Rica, que ilustra
lesiones compatibles con las secuelas de la poliomielitis ha
inducido el pensamiento de que esta enfermedad era cono-
cida por los aborigenes de la América Central atin antes de
la llegada de Colé6n(66). No obstante, no hay datos esta-
disticos reales para el Area centroamericana que indiquen
con exactitud la historia de dicha enfermedad en esta cen-
turia. Los casos descritos en revistas cientificas o regis-
trados en las estadisticas son pocos y provienen unicamente
de sectores en donde existen centros hospitalarios y en los
que, por lo tanto, es mas factible diagnosticar el mal(36).
En vista de estos problemas, se sospecha que la poliomielitis
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es mas comiin en Centro América de lo que hasta ahora se
acepta (82).

2. FEstudios clinicos y epidemiolégicos

La poliomielitis clinica es una enfermedad relativa-
mente rara en Guatemala. Se ha mencionado que la tasa
de ataque anual es de menos de 5 por 100,000 habitantes, y
que los niflos menores de 5 afios son los mas afectados(36).

Monsén-Malice (54), describe una epidemia en Guate-
mala que tuvo lugar en 1949 en varios departamentos del
pais, y que fue muy severa a juzgar por los 54 casos des-
critos (la mayoria paraliticos) y por el saldo de 7 muertes
que ésta dejo. La zona mas afectada fue, al parecer, la
capital de la Republica, tal vez debido a las mejores faci-
lidades de diagnéstico y transporte que aqui existen. La
mayor incidencia de casos se observd en los meses de junio,
julio y agosto y entre los nifios menores de 5 afios. A pesar
de que los factores sccioeconémico y étnico parecieron no
tener significaciéon en esta epidemia, se ha insinuado que la
poliomielitis, rara vez ocurre en indigenas de raza Maya.
Este fenémeno podria explicarse teniendo en cuenta el hecho
de que los indigenas se exponen a los agentes infecciosos
desde muy temprana edad, desarrollando una inmunidad
precoz que se sobrepone a la inmunidad pasiva.

A principios de 1959 se registré un brote de 14 casos
de polliomielitis entre 100 niflos de un orfelinato, 6 de los
cuales tuvieron paralisis y 3 murieron (82).

En el mismo afio se presenté una epidemia en una ins-
titucion cerrada (Hogar Temporal de la Asociacién de Bie-
nestar Infantil), resultando afectados 16 nifios entre una
poblacién de 59, con 4 casos paraliticos y 3 defunciones(73).

En estas publicaciones se insinta que la distribucion
de la poliomielitis en Guatemala para ambos sexos es seme-
jante. Los casos descritos no fueron tabulados de acuerdo
a grupos etarios, pero si se informé que fueron los nifios los.
primariamente afectados.
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El Gnico programa de vacunaciéon efectuado en Gua-
temala se llevd a cabo desde 1956 a 1959, habiéndose vacu-
nado (vacuna Salk) un total de 1,671 nifios de 6 meses a
5 afios de edad. Hasta la fecha no se ha observado el desa-
rrollo de cuadros compatibles con la poliomielitis que pue-
dan asociarse a la vacunacion(3).

Para resumir, es poco lo que se la investigado y publi-
cado sobre la poliomielitis en Guatemala. Tomando como
base estos pocos estudios y extrapolando a lo que ocurre en
otras areas del globo, puede decirse que la infeccién por
poliovirus es frecuente en este pais debido a la situacion
geografica, al bajo nivel sociocecondémico de sus habitantes
y a la precaria higiene ambiental y personal. Como conse-
cuencia de los factores mencionados, la inmunidad se desa-
rrolla desde muy temprana edad, observandose pocos casos
clinicos de la enfermedad.

3. FEstudios virolégicos

S6lo se han publicado cuatro estudios sobre los aspec-
tos virolégicos del problema, tres de ellos en la poblacidén
general (3, 36, 86), correspondiendo el otro, a la epidemia
que ocurrié en el Hogar Temporal de la Asociacién de Bie-
nestar Infantil(73), ya citada. En estos estudios se de-
termind la inmunidad natural a la poliomielitis en nifios y
adultos normales(36, 82). Se hizo una comparacion de
titulos de anticuerpos en los distintos grupos de edad (36)
y se logré establecer los enterovirus que estaban involucra-
dos en la produccién de infecciones aparentes o inaparentes
(36, 73, 82). Hay que advertir que las pruebas de labora-
torio que rindieron estos datos fueron hechas en el extran-
jero.

Sellers et al.(82) estudiaron 100 sueros pertenecientes
a pacientes no poliomieliticos del Hospital General de San
Juan de Dios, Guatemala, mostrando que la tasa de sueros
positivos (33%) para los tres tipos de poliovirus era mayor
que la tasa en 100 sueros de estudiantes de un colegio de
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ensefianza superior de California (8% ) que dichos investi-
gadores usaron para comparacién. La tasa de sueros po-
sitivos a los tres serotipos del virus en adultos guatemalte-
cos resulté menor al comparar ésta con la de los adultos del
Pert, que acusd un 76 por ciento (27).

Los enterovirus aislados de heces de individuos sanos
y de pacientes con poliomielitis y de sus contactos mediante
el uso de cultivos de tejido de rifibn de mono, y también
de individuos sanos, han sido polivirus, coxsackievirus y
echovirus (36, 37, 73). La revision de estos trabajos deja
la impresiéon de que la prevalencia de poliovirus en la po-
blacién de Guatemala es considerable, lo que hace sospechar
que la enfermedad es mas frecuente de lo que las estadis-
ticas sefialan.

B. EPIDEMIOLOGIA DE LAS INFECCIONES POR
ESCHERICHIA COLI ENTEROPATOGENA

Las enfermedades diarreicas constituyen causa im-
portante de morbilidad en todo el mundo y una de las prin-
cipales causas de mortalidad entre lactantes y nifios de
corta edad. Existe gran nimero de agentes y factores que
pueden considerarse como responsables de los procesos dia-
rreicos. Sin embargo, los agentes bioldgicos son los que
indueen el mayor nimero de casos y epidemias(48).

Extensas investigaciones a este particular han demos-
trado que la Escherichia coli enteropatégena (E.C.E.) es
el agente etiolégico responsable de una proporciéon conside-
rable de brotes de diarrea que se presentan en salas-cuna
y guarderias infantiles, asi como en las salas-cuna de hos-
pital (35, 38, 41, 42, 84).

La E.C.E. se considera como agente patégeno para los
recién nacidos y se asume que tiene poca importancia en la
etiologia de la diarrea en nifios mayores y en adultos. A
pesar de ello, se ha logrado producir diarrea experimen-
talmente en adultos voluntarios por ingestion de altas dosis
de E.C.E.(24, 25, 40). En las regiones en vias de desa-
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rrollo donde la falta de medidas sanitarias adecuadas hace
posible la ingestién de grandes dosis de gérmenes, es po-
sible que la F.C.E. tenga importancia en la génesis de las
diarreas en nifios mayores y en adultos (16, 48).

Se considera que ciertos serotipos de E.C.E. son agen-
tes causales de brotes y casos esporadicos de diarrea in-
fantil, porque éstos se han aislado con frecuencia de nifios
enfermos, mientras que rara vez se encuentran en nifios sa-
nos y no diarreicos (8, 12, 13, 23, 39, 41, 62, 87, 83). De
todos los serotipos, los mas importantes son: 0111:B4,
055:B5, 0127:B8, y 026:B6(26, 49, 59, 60, 61, 69, 72, 78,
80, 90).

La prevalencia de E.C.E en la puoblacién general ha
sido poco explorada. Giles et al.(29) encontraron que sélo
el 3 por ciento de 324 nifios sanos estaban infectados con el
serotipo 055:B5. Por otra parte, Graber y Dunlap(33),
examinaron 410 nifios de 7 a 13 afios de edad y no lograron
aislar ninguna de las cepas patégenas investigadas. Asi-
mismo, Cooley y Schliessman(18) investigaron la preva-
lencia de 4 serotipos de E.C.E. en una poblacion de 172
nifios preescolares durante un periodo de 6 meses, y en-
contraron un total de 6 nifios positivos a uno de los 4 tipos
incluidos. En la region centroamericana, Moore y colabo-
radores, en Costa Rica(55), estudiaron también la preva-
lencia de la F.C.E. en niilos sanos menores de 4 afios de
edad, encontrando una tasa de 0.55 por ciento en las 4reas
rurales y una de 0.7 por ciento en las zonas urbanas.

1. La diarrea del recién nacido vy del preescolar en
Guatemala

Como se sefialé antes, el INCAP ha llevado a cabo una
serie de estudios con el fin de conocer la epidemiolegia y
ctiologia de las diarreas en Guatemala, investigaciones éstas
que en su mayoria corresponden a sectores rurales del pais,
y que figuran en la bibliografia que acompafia a este tra-
bajo de tesis.
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En Guatemala la frecuencia de las diarreas es muy
elevada, consideridndose como la causa principal de muer-
te entre los ninos de 1 a 4 afios de edad (32). En vista de
que los agentes biologicos son considerados como causas
principales en el desencadenamiento de casos de diarrea,
la mayor parte de los estudios sobre el problema han sido
enfocados desde ese punto de vista.

Sanchez Reyes(80), hizo una investigacién de 112
casos de diarrea infantil en las salas-cuna del Hospital Ge-
neral de Guatemala, encontrando que la infeccién por Shi-
gella. (T%) era mas alta que la de Salmonella (0.8%).
La E.C.E. se encontré en 13 niflos (11.6%) como agente
etiolégico responsable de diarrea infantil, en varias ocasio-
nes asociada a otros gérmenes enteropatdgenos, siendo los
serotipos 0111:B4, 026:B6, 0127:B8 y 055:B5, los maés
frecuentes.

Ordéfiez(61) por su parte, estudié en cuatro Dispen-
sarios Municipales de la ciudad de Guatemala un total de
318 ninos de 0 a 6 afios de edad, de los cuales 160 presen-
taron sintomas diarreicos francos, siendo el resto un grupo
testigo. Dicho autor encontré en el curso de esta investiga-
cién un mayor numero de trastornos diarreicos asociados
a infecciones por microorganismos del género Shigella
(14%). En cambio la presencia de E.C.E. en nifios con y
sin diarrea, no fue significativa en ninguno de los dos gru-
pos, ya que su prevalencia alcanzd 4.4% en el grupo de nifios
diarreicos y 3.8% en el grupo control. Sin embargo, los
serotipos 0111:B4 y 055:B5 fueron aislados con mayor fre-
cuencia en niiios diarreicos menores de dos afios. La dia-
rrea producida por gérmenes del género Salmonella fue rara
(1.3%).

Pierce et al.(67), realizaron un estudio en 100 casos
de diarrea de la consulta externa del Hospital Roosevelt y
101 casos de diarrea de 10 comunidades del area rural del
pais. Utilizaron como controles (nifios sin diarrea) tanto
de la zona rural como urbana, un niimero semejante de ni-
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fios. La E.C.E. fue aislada de dos nifios diarreicos (1.9%),
y de dos testigos (1.89%) que pertenecian al Area rural.
En la zona urbana ésta se identific6 en 3 casos de diarrea
(3%) y en 4 controles (3.7%). En dicho estudio dnica-
mente la Shigella. demostré ser méas frecuente en nifios con
diarrea que en nifios sin diarrea.

Gordon y otros(31) investigaron una epidemia de dia-
rrea en Santa Maria Cauqué, comunidad rural del Depar-
tamento de Sacatepéquez, que afectdé a gran parte de la
poblacion (559 casos), y origind 7 muertes. EI examen
bacteriolégico de las heces de los pacientes revelé que el
21.3 por ciento de los casos de diarrea estaban infectados
con bacterias enteropatoégenas conocidas. La Shigella dysen-
teriae 1 fue uno de los agentes causantes y se aisld del 2.2
por ciento; Shigella flexneri y otras se confirmaron en el
15.5 por ciento y se comprobd Salmonella en €l 0.2 por cien-
to. La E.C.E. se observé en un 3.4 por ciento.

Mata et al.(49) llevaron a cabo una investigaciéon sobre
la prevalencia de bacterias enteropatégenas en seis pueblos
de origen Maya del altiplano de Guatemala, que incluyé un
total de 712 nifios menores de 9 afos de edad. Como en
los estudios anteriores, la mayor incidencia fue de micro-
organismos del género Shigella (7.7%), pero la prevalencia
de Salmonella (1.5% demostré ser mayor que la que reve-
laron otros estudios. En cuanto a E.C.E., se aislaron 35
cepas (4.4%), las que en varias ocasiones figuraron en
combinacién con otras bacterias patdégenas. Su profusién
en los pueblos estudiados indica que este germen es ubicuo
y muy diseminado. La prevalencia de los serotipos mayor-
mente incriminados en los casos de diarrea, esto es, 0111 :B4,
055:Bb, 0127:B8 y 026 :B6, fue de 2.2 por ciento.

Mata et al.(51), practicaron también un estudio bac-
teriolégico en 60 nifios, en su mayoria menores de dos afios,
que presentaban cuadros diarreicos serios, motivo por el
cual fueron admitidos en el Servicio de Hidratacion y Emer-
gencia del Hospital Roosevelt. La prevalencia encontrada
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para Shigella, E.C.E. y Salmonellg es, hasta la fecha, la mas
alta en Guatemala, ya que estos gérmenes fueron hallados
solos o asociados entre si, en 38.3 por ciento de los casos.
La Shigella se encontré en 25 por ciento, la E.C.E. en el 16.6
por ciento y la Salmonella en 10 por ciento de los casos.

A pesar de que se han llevado a cabo algunas investi-
gaciones encaminadas a esclarecer las causas de la diarrea
infantil en nuestro medio, hay aspectos que aiin no han
sido considerados; tal es el caso del estado inmunitario de
la poblacién a los microorganismos enteropatoégenos que se
han reconocido como principales causas etiologicas en el
desencadenamiento de esta enfermedad (esto es, Shigella,
E.C.E. y Salmonella). Los estudios sobre inmunidad son,
pues, necesarios para confirmar o esclarecer el papel etio-
16gico de estos agentes y para complementar los hallazgos
de interés epidemiolégico.

III. MATERIAL Y METODOS

A. POBLACION

El trabajo de tesis aqui descrito incluyé los sueros de
un total de 100 mujeres embarazadas, a término, y de los
hijos respectivos (sangre del cordén umbilical). Las ma-
dres fueron atendidas en el Centro Materno Infantil del
Instituto Guatemalteco de Seguridad Social (IGSS) y resi-
dian en su mayoria en la Capital, aunque algunas pocas
provenian de otros departamentos y tres eran salvadore-
fias. Ademés de estas muestras se incluyeron 8 sueros de
cordén de nifios cuyas madres residian en un Area rural
de Guatemala (San Antonio La Paz). En la grafica (Mapa
de la Republica) se indica la distribucién de las madres de
acuerdo con el lugar de origen.

Ademaés, se colectaron ciertos datos sobre la madre, los
cuales se anotaron en una hoja de registro preparada espe-
cialmente para el caso (véase hoja adjunta).

El anilisis de algunos de los datos reveld que el 83 por
ciento de las 100 madres investigadas sabian leer y escribir;
60 por ciento de ellas eran casadas, y el 40 por ciento res-
tante, solteras, de las que 32 por ciento convivian con un
compaifero de hogar.

En cuanto a ocupacién, 84 se dedicaban a los oficios
domésticos en su propia casa, y las restantes eran: depen-
dientes, 5; costureras, 3; maestras, 2; secretarias, 2; enfer-
meras auxiliares, 2; tejedora, 1; y contadora, 1.

Todas oscilaban entre 15 y 42 afios de edad. EI 37
por ciento de las madres pertenecian al grupo de 15 a 24
afios; 43, al de 25 a 34, y el 20 por ciento restante eran mu-
jeres de 35 aflos 0 mas.



30

Incop 64 —4947

31
HOJA DE REGISTRO DE DATOS

N©? de serie ... N? del registro.... ... .
N suero madre ............_._____ Fecha ... ...
N suero corddén ... Lee ... ...
Nombre .o Escribe ... ...
Edad ... Localidad de origen ... ...
Profesion ... Estado civil

Ingreso mensual (familia) @
Antecedentes de poliomielitis

El nivel socioeconomico de dicho grupo se definié ar-
bitrariamente con base en el ingreso mensual de la familia
a la cual pertenecia la madre. De este modo se describie-
ron tres categorias: muy baja cuando dicho ingreso era de
menos de @50.00 por familia; baja si el ingreso alcanzaba
de 350.00 a Q99.00, vy media si excedia de 100.00. De
acuerdo con esta clasificacion, el 28 por ciento de las madres
del estudio pertenecian a la clase muy baja y, de éstas, dos
provenian de familias cuyo ingreso mensual no llegaba a
@Q25.00; el 54 por ciento pertenecian a la clase baja y el
18 por ciento a la clase media.

1. Coleccion de las muestras de sangre

La coleccion de muestras se llevé a cabo en el momento
del parto con ayuda del médico y de las enfermeras a cargo
de la atencién de las pacientes.

Las muestras consistian de sangre de la madre y sangre
del cordén umbilical correspondiente, tomadas aséptica-
mente en tubos estériles. Para la extraccion de sangres
maternas se utilizaron tubos vacutainer estériles de 13 X
100, y para recoger la sangre del cordon, tubos de 15 X 148
estériles con tapon de algodén.

Las sangres fueron dispuestas inmediatamente des-
pués de su extracciéon en gradillas de madera que se colo-
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caron dentro de un termos con hielo, donde se dejaron
durante la noche. Luego se trasladaron a los laboratorios
del INCAP en los mismos termos para su consiguiente
examen.

Al recibo de las muestras en el laboratorio central, se
procedid a desprender el codgulo con un aplicador de madera
estéril y luego los especimenes fueron centrifugados a 8000
rpm durante 10 minutos en una centrifuga corriente. Los
sueros se extrajeron con pipetas estériles y se pasaron a
frascos “vials” de 13 X 50 o bien a tubos con tapén de rosca
13 X 125, también estériles, los cuales fueron guardados a
—4°C en el congelador de una refrigeradora de uso co-
rriente o bien a —65°C en un congelador eléctrico.

Los estudios inmunoserolégicos llevados a cabo en el
grupo de poblacién mencionado, serian descritos posterior-
mente en detalle. Por el momento basta citar que éstos
consistieron en la determinacion del nivel de anticuerpos
neutralizantes (polio 1) en 108 sueros, 50 madres y sus
respectivos hijos, y 8 sueros del cordén umbilical correspon-
dientes a nifos cuyas madres residian y dieron a luz en
San Antonio I.a Paz. También se determinaron las bac-
teriolisinas (E.C.E. 0111:B4 y 055:B5) en 100 sueros
diferentes de los anteriores (50 obtenidos de las madres y
50 de sus respectivos hijos) pero provenientes de la misma
poblacion descrita con anterioridad y examinada durante
el mismo periodo.

B. DETERMINACION DEL TITULO DE ANTICUERPOS
NEUTRALIZANTES

La técnica empleada constituye una modificacién del
método de Marine et al.(46), usando cultivos de células de
rifion y de amnios humano primario de aproximadamente
8 dias de edad; ademéis se utilizé6 como diluyente una solu-
ciéon amortiguadora de fosfatos (PBS).

Los sueros a investigar fueron inactivados durante 30
minutos a 56°C. La cristaleria (tubos de ensayo de 10 X
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100 y pipetas de 1, 5 y 10 c.c. serolégicas) se lavé y prepard
de acuerdo con procedimientos ya estandarizados.

1. Preparacion del antigeno de poliovirus 1

En la preparacion del antigeno viral se utilizé la cepa
Sec., 2ab del poliovirus tipo 1 atenuado de Sabin(77), la
cual fue remitida por el Dr. W. Pelon, miembro del In-
ternational Center for Medical Research and Training
(ICMRT) con sede en San José de Costa Rica. Cabe des-
tacar que el virus habia sido subcultivado varias veces en
células de rifi6n de mono y en células diploides.

Los cultivos de tejidos usados en la preparacion del
antigeno consistieron en células HEp-2(89) cultivadas en
botellas de ‘“‘dilucién de leche” en un medio consistente de
hidrolizado de lactoalbiimina en soluciéon de Hanks (LH),
suplementado con 5 por ciento de suero de bovino precalen-
tado a 56°C durante 30 minutos.

Se emplearon dos cultivos en botellas, los cuales pre-
sentaban un monoestrato confluente. El medio de creci-
miento fue extraido y reemplazado por 10 ml. de solucién
amortiguadora de Hanks (H), a fin de eliminar parte del
medio, suero y detritos celulares que se encontraban sobre
la superficie de las células. Al cabo de 5 minutos de “la-
vado”, se extrajo también la solucién de Hanks y se pro-
cedié a inocular los monoestratos.

La inoculacién se llevé a cabo con 0.2 ml. de fliido
infeccioso (poliovirus 1) obtenido de la ampolla original.
El titulo de este lote de virus era desconocido. Luego de
5 minutos de incubacién se adicionaron 10 ml. de medio en
Earle (LLE) a cada botella y se incubaron a 37°C en posicién
estatica.

Las botellas fueron examinadas al mieroscopio a fin
de determinar el inicio del efecto citopatogénico. Al cabo
de 24 horas de incubacion el monoestrato presentaba de 90
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a 100 por ciento de células destruidas, por lo que las botellas
se colocaron en la congeladora a —65°C.

Las células se sometieron a seis ciclos de congelacién
y descongelacién y a continuacion se mezclé el contenido
de las dos botellas, centrifugandolo en frio a 2500 rpm. du-
rante 10 minutos para clarificarlo. El liquido claro fue
luego distribuido en frascos vials estériles de 13 X 50,
que se conservaron a —65°C. En la titulacién del virus
se empleé como diluyente la solucién amortiguadora de
fosfatos (PBS).

El virus fue titulado dos veces usando en una oportu-
nidad cultivos de células HEp-2 de 5 dias de edad, y en la
otra, cultivos de células de rifion humano primario, de 8
dias de edad. En ambos casos se utilizé la técnica de ti-
tulacién que seguidamente se describe:

a) En una gradilla de metal se alinearon 7 tubos esté-
riles de 10 X 100, en cada uno de los cuales se
colocé 1.8 ml. de PBS utilizando una pipeta estéril
de 5 ml.

b) Se afiadié 0.2 ml de la suspensién de virus al primer
tubo de la serie mediante una pipeta estéril de 1
ml., la que luego se descartd.

c¢) Con otra pipeta estéril de 1 ml. se mezcl6 el conte-
nido del primer tubo (dilucién 10-!), pasando 0.2
ml. de esta dilucién al tubo siguiente y descartando
luego la pipeta. La operacion se repitié hasta
obtener la dilucién 10-7,

d) Se inoculé 0.1 ml. de las diluciones 10-3 a 10-7 en
cada uno de tres tubos de cultivos de tejidos (ri-
fion humano primario o HEp-2). La inoculaciéon
se inicié con la dilucién mayor a fin de evitar con-
taminaciones significativas. Los tubos se incuba-
ron a 37°C en posicién estatica.

e) La lectura final de la titulacion se hizo a los 5 dias,
y el titulo se calcul6é de acuerdo al método de Reed
y Muench (70).
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f) El titulo del lote de poliovirus 1 fue de 10-85DICT5o
por ml, en células HEp-2 y de 10-*5DJCT;s por ml,
en células de rinon humano primario.

Para los propésitos de esta investigacién se decidio
tomar en titulo obtenido en células de rifion humano pri-
mario, esto es, el titulo de 10-DICT;, como el mas acep-
table, por ser el mas alto y por usarse esas células en casi
todas las neutralizaciones practicadas en esta investigacion.

La dilucién de virus a ser usada en las neutralizaciones
se calculé de acuerdo a la férmula:

Concentracion; X Volumen, — Concentracién, X Volumen,

Considerando que se deseaba usar 250 DICTs, (conte-
nidas en 0.1 ml.) por tubo, fue necesario preparar una sus-
pensién que tuviera el doble (500 DICT;) a fin de corre-
gir para la dilucion al mezelar el virus con el suero. De
este modo:

10-8'5DICT50 X 0.1 ml. = 500DICT50 b4 X
6310 = X

Por lo tanto, una dilucién del lote original de virus de
1:6310 habria de dar una suspensiéon que contuviese 500
DICT;o por 0.1 ml, esto es, la cantidad de virus deseada.

2. Dilucion del suero

Se dispuso una gradilla de metal con 8 tubos de ensayo
de 10 X 100 debidamente numerados para obtener dilucio-
nes desde 1:8 hasta 1:1024. Se colocé 2.8 ml. de PBS en
el primer tubo y 1 ml. en los restantes. Se afiadié 0.4 ml. de
suero al primer tubo con una pipeta de 1 ml. y luego la
pipeta fue descartada. Con otra pipeta de 1 ml. se mezclo
el contenido y se pasé 1 ml. al tubo 2. De nuevo se descar-
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t6 la pipeta y con una nueva de 1 ml., se mezclé el contenido
del segundo tubo y se pasé 1 ml. al tubo siguiente. Esta
operacién se repiti6 hasta llegar al octavo tubo.

3. Preparacién de la mezcla suero-virus

En otra gradilla se dispusieron 8 tubos de ensayo de
10 X 100 para las diluciones de 1:16 a 1:2048, y se agrego
a cada uno 0.5 ml. de antigeno viral. Usando pipetas in-
dividuales, se pas6é 0.5 ml. de dilucién de suero 1:8 al tubo
que contenia virus etiquetado 1:16, y 0.5 ml. de la dilueién
1:16 al tubo marcado 1:32 y asi sucesivamente, hasta el
tubo 1:2048. Se obtuvieron asi diluciones finales del suero
de 1:16 a 1:2048.

4. Incubacion de la mezcla

Las mezclas dilucién de suero mas virus, y un tubo con
s6lo 0.5 ml. de antigeno viral (control), fueron incubadas
en bafio maria a 37°C durante una hora.

5. Inoculacion a los tubos de cultivos de tejidos

Se inoculé 0.1 ml. de cada mezcla suero-virus en cada
uno de tres cultivos de tejidos (rifibn o amnios humano
primario). El control del virus consisti6 en inocular 0.1
ml. del antigeno previamente incubado a 37°C por una
hora, en cada uno de tres cultivos de tejidos. EI control
del suero se hizo inoculando 0.1 ml. de la dilucion de suero
1:8 en cada uno de tres cultivos. Se dejaron ademés, va-
rios tubos sin inocular con el fin de utilizarlos como con-
troles de la negatividad de los cultivos.

6. Lecturas

El punto final de la titulacién se determiné mediante
la observaci6on microscopica de la inhibicién del efecto ci-
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topatico del virus; la lectura final se hizo dos dias después
de que los tubos con virus (controles) mostraron degene-
racion en mas del 50 por ciento de las células.

7. Cdlculo del nivel de anticuerpos del suero

El nivel de anticuerpos neutralizantes de cada suero
se calculd por el método de Reed y Muench (70).

Las primeras 10 neutralizaciones consistieron en el
analisis de los sueros, de 5 madres y sus hijos, seleccionados
al azar. En este analisis se sometieron a prueba todas las
diluciones ya citadas (1:16 a 1:2048). Con el fin de sim-
plificar la rutina se procedié como sigue:

a) Se probaron 40 sueros (20 madres y sus hijos) ha-
ciendo sélo las diluciones 1:16, 1:32, 1:28, 1:512 y
1:2048.

b) Como los titulos de cada par de sueros (madre y
cordon) fueron semejantes o iguales, se analizaron
sélo los 25 sueros de las madres restantes, some-
tiendo a prueba las mismas diluciones ya mencio-
nadas.

¢) Luego, del total restante, se analizaron diez sueros
del corddén a la dilucién en que la madre todavia
mostraba anticuerpos neutralizantes y a la dilu-
cion inferior inmediata. El criterio de esta norma
se basé en que cuando habia diferencia enfre el
titulo del par de sueros, el titulo mayor era el de
la madre.

d) Los 15 sueros restantes, sin embargo, fueron ana-
lizados como en el caso anterior, pero se incluyé
también la dilucién superior inmediata. Cabe ad-
vertir que la inclusion de las tres diluciones se
debidé a que el uso de dos diluciones no permitié en
algunos casos determinar el titulo del suero; ello
hizo necesario una repeticion de la prueba, usando,
esta vez, tres diluciones.
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Siempre que hubo necesidad de repetir las titulacio-
nes, se hicieron todas las diluciones y se utiliz6 el mismo tipo
de cultivo de tejidos (rifion o amnios humano) a fin de
disminuir el error inherente a diferencias en la suscepti-
bilidad de los diversos sistemas de cultivos de tejidos.

C. TECNICA PARA DETERMINAR BACTERIOLISINAS
DEL SUERO

1. Cultivos

En esta investigacion se utilizaron dos cepas de E.C.E.
(0111:B4 y 055:B5) aisladas de hisopos rectales de nifios
con diarrea severa que recibian atencién médica en el Hos-
pital Roosevelt (51).

Estos organismos fueron identificados por aglutinacién
con sueros polivalentes y especificos OB. Las colonias que
aglutinaron con estos sueros se trasplantaron a agar nutri-
tivo, y al cabo de 18 horas de crecimiento se suspendieron
en solucion salina. Después de hervir esta suspension du-
rante 30 minutos, fue aglutinada con sueros polivalentes y
especificos 0. La presencia del antigeno 0 se confirmé por
titulacion usando el suero especifico 0 y por pruebas bio-
quimicas(21).

Para el desarrollo de este estudio se seleccionaron cepas
que habjan mostrado antigeno 0 a una dilucion mayor de
1:1280 con el antisuero 0 correspondiente. Se usaron sue-
ros de la Casa Difco y medios de cultivo de las firmas co-
merciales BBL y Difeo, respectivamente.

2. Preparacién del antigeno

El antigeno consistié de cultivos de E.C.E. 0111:B4
y 005:B5 de 18 horas de crecimiento en caldo tripticasa
soya, diluidos de tal manera que contuvieran de 1,000 a
2,000 bacterias por mililitro.
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Un cultivo bacteriano de 18 horas de edad contiene un
promedio aproximado de 100 millones de bacterias por
ml. (83). El nimero de bacterias de antigeno de E.C.E.
fue determinado haciendo diluciones del cultivo de 18 ho-
ras que oscilaban desde 10-! hasta 10-8. Empleando el mé-
todo de “dilucién en placa” se traté asi de establecer cual
de las diluciones daria como resultado un total de 1,000 a
2,000 bacterias por mililitro.

Para hacer la cuantificacién en placa se coloed, valién-
dose de una pipeta estéril, 0.1 ml. de cada dilucién bacteria-
na en una placa de Petri, a la que luego se agregé agar trip-
ticasa soya licuado y enfriado a 47°C. Se prepararon asi
5 cajas por cada dilucidon. Las lecturas se realizaron a las
24 horas de incubaciéon a 37°C y consistieron en la enume-
raciéon de las colonias de cada caja, para obtener promedios.

Los resultados indicaron que 0.1 ml. de la dilucién
10-8 contenia la cantidad deseada de bacterias (100 a 200).
De acuerdo con estos resultados, el material de trabajo fue
una dilucién de 10-¢ del caldo de 18 horas.

3. Investigacion de bacteriolisinas

En la investigacion de bacteriolisinas se usaron dos
procedimientos: técnica “cualitativa en tubo” y técnica
“cuantitativa en placa”.

El desarrcllo de estos procedimientos fue el resultado
de una serie de ensayos que seran referidos posteriormente;
en sintesis, éstos indicaron que la técnica cuantitativa en
placa es la mas adecuada de las dos, ya que permite hacer
una estimacion mas exacta y significativa del poder bacte-
riolitico de los sueros.

Método cualitativo en tubo. En un tubo estéril de
10 X 100, con tapén de algodoén, se mezeld 0.1 ml. del suero
a investigar, 0.1 ml. de complemento (suero fresco de coba-
yo) y 0.1 ml. de la dilucién bacteriana 10-¢ (antigeno).

La mezecla suero-complemento-antigeno fue incubada
a temperatura ambiente durante 3 horas. Al cabo de este
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periodo de incubacion se afiadié aproximadamente 2 ml.
de agar tripticasa soya licuado y enfriado a 47°C.
Se incluyeron 4 controles, a saber:

a) Uno que contenia 0.1 ml. de antigeno en el agar;

b) Otro con 0.1 del suero a investigar en el agar;

¢) 0.1 ml. de complemento en el agar; y

d) 0.1 ml. de antigeno més 0.1 ml. de complemento en
el agar.

Todos los tubos fueron incubados a 37°C durante 18
horas. La interpretaciéon se hizo observando el tubo a tras-
luz. En aquellos casos en que hubo inhibicién total de
las bacterias, se considerd que el suero contenia bacterio-
lisinas.

Método cuantitativo en placa. Se preparé una mezcla
de 0.1 ml. de suero y 0.1 ml. de antigeno bacteriano en un
tubo estéril de 10 X 100, con tapdn de algodon.

La mezcla suero-antigeno fue incubada durante 3 horas
a temperatura ambiente y al cabo de este periodo se coloco
en una caja de Petri estéril, adicionandose después 20 ml. de
agar tripticasa soya licuado y enfriado a 47°C. Las cajas
inoculadas se incubaron a 37°C durante 18 horas.

Seguidamente se prepararon controles del antigeno y
del suero, como a continuacién se detalla:

2) Usando una pipeta estéril se puso 0.1 ml. de la
dilucién bacteriana 10-® en cada una de 5 cajas de
Petri estériles y luego se afiadié 20 ml. de agar
tripticasa soya, y se homogenizé el contenido me-
diante rotacion suave;

b) Luego se colocd 0.1 ml. de suero y 20 ml. del medio
de cultivo en una caja de petri estéril. Estas cajas
también se incubaron a 37°C durante 18 horas.

La interpretacion se hizo a partir del siguiente crite-
rio: si habia inhibicién de 50 por ciento de las bacterias o
més, se consideré que el suero contenia bacteriolisinas.

IV. RESULTADOS

Con el propésito de facilitar Ia comprensién de este
Capitulo, los datos pertinentes han sido agrupados en sec-
ciones, consideridndose en primer lugar:

a) Las caracteristicas de la muestra, enumerando a
continuacién:

b) Los datos resultantes del estudio de los niveles de
anticuerpos neutralizantes a poliovirus 1, y

¢) Aquellos relativos a la presencia de bacteriolisinas
a E.C.E. 055:B5 y 0111:B4 en sueros de madres y
sus hijos respectivos.

Finalmente,

d) Recopilando todos los resultados con fines de com-
paracion.

A. CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA

Como ya se mencioné en el capitulo sobre metodologia,
el estudio incluyé un total de 100 sueros de mujeres emba-
razadas colectados en el momento del parto y 108 sueros
del cordon umbilical.

Leas caracteristicas de la muestra fueron descritas tam-
bién en el Capitulo III “Material y Métodos”. Ninguna de
las madres, con excepcion de cuatro, tenian historia de va-
cunacién contra la poliomielitis, hecho que refleja el pano-
rama existente en Guatemala con respecto a programas de
vacunacion contra esta enfermedad, tanto a nivel general
como individual, en clinicas particulares y prenatales. Se-
gun se dijo, la recoleccion de datos sobre el estado marital,
ingresos mensuales y otra informacién similar permitie-
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ron identificar a la poblacion estudiada, dentro de la cate-
goria de bajo nivel socioeconémico. Sin embargo, no debe
pasar desapercibido el hecho de que en nuestro pais exis-
ten otros grupos de poblacién de nivel mucho méas bajo, que
ni siquiera llegan a solicitar los servicios de centros como
el Materno Infantil del IGSS.

La procedencia de las madres sefialé una diversidad de
localidades, por lo que bien puede decirse que los resultados
de que aqui se da cuenta son representativos de las pobla-
ciones de bajo nivel socioeconémico de toda la Reptiblica.

B. NIVEL DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES A
POLIOVIRUS 1

1. Consideraciones en cuanto a la técnica

Segun se mencioné en el Capitulo “Material y Méto-
dos”, se obtuvieron dos titulos del lote de poliovirus 1, de
acuerdo al sistema de células empleado. En la presente
investigacién el titulo utilizado para calcular la dilucidon de
virus a usar, fue el méas alto de los dos.

A pesar de que la mayoria de los autores emplean la
misma cantidad de virus en los tubos controles y en los de
diluciéon de virus-suero, en este estudio se usé el doble de
virus en los tubos controles que en las mezclas.

Con el fin de determinar si la cantidad doble de virus
que se usé en los tubos controles podria haber tenido cierto
efecto en la prueba de neutralizacién en el sentido de ade-
lantar significativamente el punto final de la misma, con
perjuicio del titulo del suero, se hizo un experimento que
consistié en la inoculacion de cultivos de rifion humano pri-
mario de 12 dias de edad y de amnios humano primario de
la misma edad, con 500DICT;s, por tubo. Como control de
este lote de cultivos se inocularon cultivos de las mismas
células pero que contenian 250DICTs, por tubo, esto es,
una cantidad de virus comparable a la que se utiliz6 en cada
tubo inoculado con las mezclas dilucién del suero-virus en
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lag determinaciones de anticuerpos en los sueros. Los re-
sultados revelaron que ¢l efecto citopatico aparecia con la
misma rapidez en ambos casos, por lo que es de presumir
que la variaciéon introducida en la téenica no tuvo ningin
efecto significativo en la lectura final de las pruebas.

2. Anticuerpos neutralizantes a poliovirus 1 en el suero
materno

Se estudiaron anticuerpos neutralizantes anti-poliovi-
rus en el suero de 50 mujeres embarazadas cuya sangre se
obtuvo en el momento del parto.

Todas las madres estudiadas presentaron titulos de
anticuerpos a un nivel de 1:8 6 mayores. SegGn se aprecia
en el Cuadro N? 1, los titulos variaron desde 1:8 hasta
1:2000, mostrando la mayoria de los sueros (64%) valores
que fluctuaban entre 1:32 y 1:255. Seis madres (12%)
tuvieron titulos que oscilaron de 1:8 a 1:31; diecisiete

Cuadro N? 1

TITULO DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES A POLIOVI-
RUS 1 EN EL SUERO DE 50 MADRES Y EN EL SUERO DE 50
NINOS RECIEN NACIDOS (CORDON UMBILICAL)

Titulo Suero de la madre Suero del cordén

reciproco
(DICT,,) N°¢ % Ne %

-8

8- 15
16- 31
32- 63
64— 127
128- 235
256- 511
512-1023
+ 1024

[y
[4V]
[

[y

O 00 W= O O
[

O O WA =11 N

- L0
COMOoOMNMOEKG

4
8
10
34
4
26
12
2
0
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(34%) entre 1:32 y 1:127; veintitrés (46%) entre 1:128
y 1:511, y cuatro (8% ), mostraron titulos de 1:2000.

Los resultados en cuestion se expresan graficamente
en la Figura 1. La distribucién de los niveles de anticuer-
pos, por edad, se sumariza en el Cuadro N° 2.

m-'i
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344 511
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i5 had 13
— 128 5
S 238 Q I
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o
S = = 3 u
£ & o
)
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= .
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18, " ‘I
2
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NE DE CASOS N DE CAS0S

FIGURA N°! Titulos de onlicuerpes neutralizantes @ poliovirusl,en sueros de madres y del cordon.

Los numeros sobre las columnas Indican ei numero da cosos
Incep G4_448

Cuadro N9 2

TITULO DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES A
POLIOVIRUS 1 EN 50 MADRES. POR EDAD

Titulos reciprocos (DICT,,)

Madres Edad 8-31 32-127 128-511 512-2048
N9 anos *
N°? % Ne¢ % N? % N? %
15-24 17 3 17.6 6 32.3 7 41.2 1 5.8
25-34 23 3 13.0 7 30.4 10 43.8 3 13.0
35-44 10 0 0 4 40.0 6 60.0 0 0
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A pesar de que el nimero de madres por grupo de
edad fue pequefio como para establecer conclusiones defi-
nitivas, puede aseverarse que como se indica en la Figura
2, no se encontraron diferencias en cuanto a edad en la
distribucion de los titulos.

- lsg(lza-su)
N
,l
50 ,/
,l
419/
4},_2___.- —— - 40
40 L ¥(32-127)
;] -
g 3, .ot
-": = - ~ .
g 30 RO
w 20
-
g%
8 T - 13
§ 10
2 »1024)
(8-31)
m
18-24 25.34 35-44

GRUPO DE EDAD ( afos)

FIGURA N22 Anticuerpos neutralizantes a poliovirus{ en50 madres -de acuerdo
al fitulo y ol grupo de edad.

De las cuatro madres que habian sido vacunadas, tres
tuvieron titulos de 1:250 y una de 1:2000. Sin embargo, en
el grupo sin vacunar se observaron también titulos seme-
jantes. Debido al pequefio nimero de casos investigados
no es posible hacer comparaciones entre los dos grupos (va-
cunadas y no-vacunadas).
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8. Anticuerpos neutralizantes a poliovirus 1 en el suero del
cordon

Se investigaron 58 sueros del cordén umbilical de los
cuales 50 pertenecian a los ninos de madres cuyo suero fue
estudiado también, como se refirié en el parrafo anterior.
Los sueros restantes se colectaron de partos observados en
San Antonio La Paz.

En todos los primeros 50 sueros del cordén, se encon-
traron titulos de 1:8 6 mayores, con excepcion de dos que
mostraron anticuerpos, uno a la dilucién de 1:3 y el otro a
la dilucidon 1:6.

Los valores de los titulos observados con mayor fre-
cuencia (64%) fluctuaron entre 1:32 y 1:255. El titulo
més alto fue de 1:708, que correspondié al suero de un nifio
cuya madre mostrd un titulo de 1:2000. Nueve sueros
(18%) presentaron titulos de anticuerpos de 1:8 a 1:31;
diecinueve (38%) de 1:32 a 1:127; diecinueve (38%) de
1:128 a 1:511, y uno (2%) de 1:512 a 1:1023 (Cuadro
N¢ 1).

Estos resultados se presentan también graficamente en
la Figura 1.

Los 8 sueros del cordon umbilical provenientes de nifios
cuyas madres residian en San Antonio La Paz, mostraron
titulos menores de 1:25 (4 sueros), de 1:63 (dos sueros)
y de més de 1:128 (dos sueros).

4. Comparacion enire los niveles de anticuerpos neutrali-
zantes a poliovirus 1 del suero materno y del cordém
umbilical correspondiente

Los titulos de anticuerpos neutralizantes a poliovirus
1 del suero materno y del cordén se presentan en el Cuadro
N¢ 1. Como puede observarse en este Cuadro, los titulos
correspondientes al cordéon umbilical tienden a ser ligera-
mente menores que los maternos. Esta tendencia se aprecia
con mayor claridad en la Figura 3.
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FIGURA N°3  Distribucion de los niveles de anticuerpos
a poliovirus | en 50 sueros de madres y

en 50 sueros del cordon umbilical de
sus respectivos hijos

En 20 casos (40%) los titulos fueron iguales, tanto en
los sueros maternos como en los correspondientes al cor-
dén. En el 22 por ciento de los pares de sueros el titulo
de la madre fue mayor que el del suero de su hijo, en una
dilucién de 2X. En 17 pares de sueros (34%) el titulo
materno excedié al titulo correspondiente del cordén um-
bilical en mas de una dilucién de 2X. Estos casos se suma-
rizan en el Cuadro N¢ 3.
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Dos sueros del cordon (4% ) mostraron niveles de an-
ticuerpos mayores que el titulo en el suero de la madre, en
una diluecidon de 2X.

Cuadro N? 3

CASOS EN QUE EL TITULO DE ANTICUERPOS NEUTRALI-
ZANTES A POLIOVIRUS 1 EN LA MADRE FUE MAYOR QUE
EL DEL CORDON UMBILICAL RESPECTIVO DE UNA
DILUCION (2X)

Reciproco del DICT,,

Edad de la madre

anos Madre Cordon
20 9 3
22 44 6
25 44 13
38 63 11
23 178 25
26 178 63
23 178 83
19 252 63
25 262 63
26 252% 63
36 252 83
22 332 178
32 332 178
21 2000%* 252
28 2000 332
26 2000 332
30 2000 708

* Meidres que habian recibido por lo menos una dosis de vacuna
Salk.
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C. PRESENCIA DE BACTERIOLISINAS A ESCHERICHIA COLI
ENTEROPATOGENA 055:B5 y 0111:B4

1. Consideraciones en cuanto a las técnicas

En vista de los numerosos procedimientos descritos
en la literatura, que existen para investigar bacteriolisinas
en el suero, ¥y ya que se carecia de informacion sobre estos
anticuerpos en la sangre de madres e hijos guatemaltecos,
fue necesario llevar a cabo una serie de estudios prelimina-
res que condujeran a determinar las mejores condiciones de
trabajo de acuerdo a los objetivos y conforme a las facili-
dades disponibles en los laboratorios del INCAP.

Los “ensayos piloto” a que se alude se resumen breve-
mente a continuacidén:

Ensayo N9 1

Este tuvo como objetivo determinar la variacion del
nivel de bacteriolisinas de acuerdo a la dilucion del suero.
Se aproveché el experimento para estudiar también si la
incubacion de la mezela dilucién suero-bacterias por 1 6 3
horas a temperatura ambiente, o por 18 horas a 4°C, previo
a su mezcla con el agar, daba origen a alguna diferencia.

Se procedié asi a diluir el suero fresco obtenido de b
madres hasta obtener diluciones de 1:2 a 1:32. Se tomaron
g6lo sueros de madres, asumiéndose momentineamente que
las bacteriolisinas podrian estar ausentes en el nifio con
mas frecuencia que en la madre. Las diluciones se mez-
¢laron con el antigeno (preparado como se indic6 en el Ca-
pitulo “Material y Métodos”) y se incubaron a la tempera-
tura ambiente por 1 6 3 horas, 0 a 4°C durante 18 horas. Al
cabo de la incubacién se adicioné agar tripticasa soya a la
mezcla. Los resultados se leyeron a las 24 horas de incu-
bacion a 37°C.

El uso de este disefio experimental no permitié de-
mostrar la existencia de bacteriolisinas en ninguno de los
sueros.
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Ensayo N? 2

En vista de los resultados negativos del primer ensayo,
se acord6 someter a prueba los mismos sueros sin diluir, a
fin de determinar si esta negatividad se debia al hecho de
haber usado suero diluido. Para controlar mejor el experi-
mento, se ineluyé la dilucién 1:2 que anteriormente habia
demostrado ser negativa. El procedimiento seguido fue
exactamente igual al ya descrito.

En este caso tampoco se pudo demostrar la presencia
de bacteriolisinas en ninguno de los sueros.

Ensayo N¢ 3

Este ensayo tuvo por propésito estudiar el efecto de
la adicion de complemento en la prueba. Con base en las
propiedades inmunolégicas de las bacteriolisinas (56, 86),
se consideré que el agregado de complemento hacia la téc-
nica mas sensible, permitiendo asi demostrar el poder bac-
teriolitico del suero.

El complemento usado en este experimento, asi como
en los subsiguientes, consistié6 de suero fresco, libre de
hemolisis, de cobayos jovenes, sanos, cuya sangre se obtuvo
por puncién del corazén.

De nuevo se procedié aprobar los 5 sueros ya investi-
gados en los dos ensayos anteriores, usando la “técnica del
tubo” ya descrita.

Una vez mas fue imposible demostrar bacteriolisinas
en ninguno de los sueros.

Teniendo en cuenta los resultados negativos que rin-
dieron los tres ensayos a que se ha hecho referencia, se
congideré que este método no permitia la determinacién de
bacteriolisinas en el suero. Sin embargo, ya que bien podria
ser que, por azar, los 5 sueros investigados hubiesen sido
negativos, se decidié examinar los sueros restantes.

Este examen consisti6 en probar 100 sueros frescos
(50 procedentes del grupo de madres y 50 de los cordones
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umbilicales respectivos), por el método del tubo que se de-
talla en el Capitulo “Material y Métodos”.

La mezcla suero-bacterias fue incubada por un perio-
do de 3 horas, que es el tiempo que se recomienda para la
produccién de bacteridlisis. En esta prueba se adiciond
0.1 ml. de complemento a la mezcla suero-antigeno, con el
fin de favorecer la reaccién que, como se sabe, necesita de
la presencia de éste para llevarse a cabo.

Se logré determinar bacteriolisinas a E.C.E. 0111:B4
en 17 sueros de madres y en 10 sueros de cordones umbili-
cales del total de 50 pares de sueros incluidos en el ensayo.
En T casos se encontraron bacteriolisinas, tanto en el suero
de la madre como en el del cordén respectivo. En 10 pares
de sueros se observaron bacteriolisinas en los correspon-
dientes a las madres, pero no asi en los sueros procedentes
del cordén umbilical.

En cambio, en 3 sueros del cordén de nifios cuyas ma-
dres no mostraron bacteriolisinas, si se observé poder bac-
teriolitico. En los 30 pares de sueros restantes (60%) no
se pudo constatar la presencia de bacteriolisinas (Cuadro
N® 4),

Cuadro N? 4
BACTERIOLISINAS A E.C.E 0111:B4 EN EL SUERO DE 50
MADRES Y DE SUS RESPECTIVOS HIJOS (Técnica del TUBO)

Pares de sueros

SUJETOS N¢ %
Bacteriolisinas presentes en el suero de la

madre y del cordon ... 7 14
Bacteriolisinas presentes en el suero de la

madre y ausentes en suero del cordén 10 20

Bacteriolisinas ausentes en el suero de la
madre y presentes en el suero del cor-

's (5) ¢ RO 3 6
Bacteriolisinas ausentes en el suero de la
madre y del corddn ......ooocoeooemiiiieeeceaee. 30 60
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Con referencia a la investigacion de bacteriolisinas a
K.C.E. 055 :B5 mediante la técnica descrita, cabe mencionar
aue s6lo en uno de los sueros analizados (de una madre)
se comprobé la presencia de estos anticuerpos.

Ensayo N? 4

Considerando que la técnica del tubo no permitia de-
terminar el grado de inhibicion bacteriana, fenémeno que
sélo podia apreciarse cualitativamente, se traté de aplicar
otro procedimiento que permitiese establecer los diversos
grados de lisis de las bacterias, lo que condujo al desarrollo
de la técnica cuantitativa de placa ya descrita. En las
pruebas que incluyé este ensayo se agregd 0.1 ml. de com-
plemento a cada mezcla suero-bacterias.

El experimento en cuestién tuvo por objeto determinar
bacteriolisinas a F.C.E. 0111 :B4, usando la técnica de placa.
Se sometieron a prueba 32 sueros ya investigados por la
técnica del tubo, 23 de los cuales habian presentado bacte-
riolisinas a E.C.E. 0111:B4.

La variante que se introdujo a este método permiti6
hacer manifiestas las bacteriolisinas a F.C.E. 0111:B4 en
28 sueros; en otras palabras, hubo un incremento en el ni-
mero de sueros positivos.

Ensayo N9 5

Con el propésito de averiguar si era posible recuperar
el poder bactericida de 100 sueros que habian sido calen-
tados a 56°C durante media hora, y con el fin de estudiar
el nivel de anticuerpos neutralizantes de poliovirus 1, se
adicioné6 complemento fresco para “reemplazar” el que
habia sido destruido. Los sueros inactivados (50 maternos
y 50 procedentes del cordén de sus respectivos hijos), se
mezclaron con antigeno 0111:B4 y con el complemente. La
técnica usada fue exactamente igual a la seguida en el en-
sayo N? 6. En este experimento, sin embargo, se usé un
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lote nuevo de complemento debido a que el anterior se con-
sumié en los ensayos precedentes. Como control se utilizé
la mezcla suero inactivado-antigeno, pero sin el agregado
de complemento.

El suero de cobayo (complemento), inhibié por si solo
el crecimiento bacteriano. Consecuentemente no se pudo
demostrar la presencia de bacteriolisinas en los sueros inac-
tivados y suplementados.

De los sueros originales (calentados) que se examina-
ron sin complemento, 7 presentaron poder bactericida y, de
éstos, 2 eran maternos y 5 del cordéon. En el Cuadro N¢
5 se presenta una comparacién entre estos datos y los re-
sultados finales.

Cuadro N2 5

BACTERIOLISINAS A E.CE. 0111:B4 EN EL SUERO FRESCO
Y EN EL SUERO INACTIVADO (56°C, 30 MINUTOS) DE
MADRES Y SUS RESPECTIVOS HIJOS (Técnica de placa)

SUEROS
SUJETOS Ne Fresco Inactivado
Madre (sangre venenosa) 50 22 (44%)
Hijo (sangre del cordén) 50 15 (30%)
Madre (sangre wvenenosa) 50 2 ( 4%)
Hijo (sangre del cordén) 50 5 (10%)

Ensayo N? 6

De acuerdo con el procedimiento clasico mencionado
(Ensayos Nos. 3, 4 y 5), las lisinas reaccionan con el an-
tigeno en presencia de complemento. Sin embargo, en los
trabajos del Ensayo N? 5 se demostrdé que la adicion de
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suero fresco de cobayo (complemento) inhibia per se el
crecimiento de la E.C.E., encubriendo asi los resultados
obtenidos por el sistema suero-complemento-antigeno, e im-
pidiendo establecer, por consiguiente, si los sueros de ma-
dres e hijos tenian poder bactericida. Las pruebas realiza-
das en el Ensayo N? 6 se llevaron a cabo mezclando sélo
el suero (de madres e hijos) con el antigeno (suspensién
de E.C.E.), y utilizando dos controles en cada prueba: a)
control de suero, para averiguar si éste eliminaba per se
el crecimiento bacteriano, y b) control de antigeno, para
verificar la cantidad de bacterias en el mismao.

Se sometieron a prueba los mismos sueros que en el
Ensayo N? 4 y demostraron ser positivos a lisinas anti
E.C.E. 0111:B4, lograndose los mismos resultados. Se
pudo, pues, demostrar, que si es factible estudiar lisinas
anti E.C.E. mediante la reaccion suero fresco-antigeno, in-
cubando éste a temperatura ambiente durante 3 horas y
sin el agregado de mas complementos.

Arbitrariamente se dio por sentado que una inhibicién
del 50 por ciento o més de las bacterias denotaba la presencia
de bacteriolisinas en el suero. Con base en las exploracio-
nes anteriores, se acord6é usar esta tultima téenica para
analizar el total de los 50 pares de sueros disponibles. Estos,
cabe mencionar, pertenecian a un grupo de poblacién se-
mejante a aquél en el que se estudiaron los anticuerpos neu-
tralizantes de poliovirus.

2. Bactertolisinas en el suero materno

El estudio de la presencia de bacteriolisinas a E.C.E.
055:B5 y 0111 :B4 en el suero de 50 madres dio los siguien-
tes resultados.

Se demostré la presencia de bacteriolisinas a E.C.E.
0111:B4 en 22 sueros (44%) y de bacteriolisinas a E.C.E.
055:B5 en un suero (2%) que, a su vez, presenté poder
bacteriolitico hacia el serotipo 0111:B4.
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La relacién entre la presencia de bacteriolisinas a
E.C.E. 0111:B4 y la edad de las madres se indica en el
Cuadro N¢ 6, donde, segiin se observa, las bacteriolisinas
se pudieron determinar con mayor frecuencia a medida
que aumentaba la edad de la madre. Esta diferencia, sin
embargo, no fue estadisticamente significativa probable-
mente porque la muestra analizada fue muy pequeia.

Cuadro N? 6

BA.CTERIOLISINAS A E.C.E 0111:B4 EN EL SUERO DE 50
MADRES AGRUPADAS SEGUN LA EDAD (Técnica de placa)

SUEROS

EDAD

anos N¢ Positivos
15-19 4 0 ( 0%)
20-24 16 6 (37.5%)
25-29 14 7 (50.0%)
30-34 6 3 (560.0%)
35-39 10 6 (60.0%)

3. Bacteriolisinas en el suero del cordéon umbilical

Se encontraron bacteriolisinas a £.C.E. 0111:B4 en
15 sueros (80%) y bacteriolisinas a F.C.E. 055:B5 tnica-
mente en uno de ellos (2% ) que, a su vez, presenté poder
bacteriolitico sobre la E.C.E. 0111 :B4.

4. Comparacién del poder bacteriolitico del suero materno
y del cordon umbilical hacia E.C.E: 055:B5 y 0111:B4

E.C.E. 0565:B5. Solamente uno de los pares de sueros
mostrd poder bactericida hacia este serotipo.

E.C.E. 0111:4. Los resultados obtenidos con este sero-
tipo se presentan en el Cuadro N? 7. Como se puede apre-
ciar, 22 madres revelaron bacteriolisinas a este serotipo Yy,
de éstos, la mitad 11 demostraron anticuerpos en sus hijos
respectivos (esto es, en la sangre del cordédn).
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Cuadro N¢ 7
BACTERIOLISINAS A E.C.E 0111:B4 EN EL SUERO DE 50
MADRES Y DE SUS RESPECTIVOS HIJOS (Técnica de placa)

Pares de sueros
SUJETOS N¢ %

Bacteriolisinas presentes en el suero de la

madre y del corddn . .. 11 22
Bacteriolisinas presentes en el suero de la

madre y ausentes en el suero del cor-

6 10 o K 11 22
Bacteriolisinas ausentes en el suero de la

madre y presentes en el suero del cor-

6 16 o N 4 8
Bacteriolisinas ausentes en el suero de la
madre y del corddn ..o, 24 48
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En 4 sueros del corddn umbilical se determiné bacte-
riolisinas a E.C.E. 0111:B4, anticuerpos cuya existencia
no se pudo comprobar en los sueros maternos respectivos.

D. SINOPSIS SOBRE EL ESTADO INMUNITARIO HUMORAL
EN MADRES E HIJOS, DETERMINADO MEDIANTE EL ES-
TUDIO DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES (POLIOVI-
RUS 1) Y BACTERIOLISINAS (E.C.E. 055:B5 Y 0111:B4)

En la Figura 6 se compara el estado inmunitario de
madres e hijos en lo referente a anticuerpos neutralizantes
a polivirus 1 y bacteriolisinas a F.C.E. 055:B5 y 0111:B4.
En este estudio se partié del supuesto de que tanto madres
como recién nacidos que mostraran anticuerpos neutrali-
zantes a una dilucién de 1:8 6 mas, poseian inmunidad.
En el caso de la poliomielitis, ésta fue determinada por los
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Comparacibén del estado inmunitario del suero de madres y del
cordén con referencia a anticuerpos neutralizantes a poliovi-
rus' 1 y bacteriolisinas a E.C.E. 055:B5 y 0111:B4.

Se considera positivo el suero gue neutraliza al virus en la
dilucibn 1:8 y el que inhibe el 50% de las bacterias de
E.C.E. en’'la técnica de placa.

niveles de anticuerpos neutralizantes a poliovirus 1, en el
suero de 50 madres y sus respectivos hijos. Segin se es-
tablecié bajo las condiciones de este estudio, dicha inmuni-
dad fue alta, ya que la presencia de estos anticuerpos se
demostré a una dilucién de 1:8 6 méas en el 100 por ciento
de los sueros maternos y en el 96 por ciento de los sueros
del cordoén.

Con respecto a las bacteriolisinas a E.C.E. 0111:B4
se logr6 establecer que no existe un grado de proteccién
tan alto como en el caso de la poliomielitis, ya que menos
de la mitad de los sueros de madres estudiados, exhibieron
esos anticuerpos, y aparentemente sélo la mitad de sus hi-
jos los heredaron. Mas aun, las bacteriolisinas a F.C.E.
055 :B5 estuvieron practicamente ausentes, tanto en los sue-
ros de los nifios como en los de las madres.

V. DISCUSION

Cuando se trata de elucidar los aspectos epidemioldgi-
cos de las enfermedades que més afectan a la poblacién,
sobre todo a la infantil, son muchos los aspectos que deben
tenerse en consideraciéon. Teniendo en cuenta que Guate-
mala es un pais fundamentalmente en vias de desarrollo,
es facil de explicar la poca informacioén disponible en cuan-
to a la epidemiologia de esas enfermedades.

Por los motivos expuestos se juzgd que el trabajo de
tesis aqui descrito seria de utilidad en el inicio de explora-
ciones sobre los aspectos inmunitarios de ciertas enferme-
dades prevalentes en nuestro medio. Loégicamente cualquier
investigacion encaminada a conocer los aspectos inmuni-
tarios del organismo huésped, habria de principiar por el
estudio de los anticuerpos del suero de la sangre del cordén
umbilical, y del suero de la madre de cada nifio.

La seleccién del estudio de anticuerpos neutralizantes de
poliovirus, y de bacteriolisinas de E.C.E., sobre el cual versa
este trabajo, la justifican, en nuestra opinidén, el gran ni-
mero y la importancia de las infecciones causadas por estos
microorganismos y por otros afines. La investigacion de
estos anticuerpos, al mismo tiempo, proporciona una idea
de la situacién que con respecto a otros agentes infecciosos
rige en el medio guatemalteco.

La mitad de la poblacién investigada procedia del de-
partamento de Guatemala y el resto de casi todos los otros
departamentos. Ya que dicha poblacién estaba constituida
por madres de bajo nivel socioeconémico, los hallazgos de

este estudio pueden generalizarse a la mayor parte de los
habitantes del pais.

La determinacién de anticuerpos neutralizantes anti-
poliovirus 1 a un titulo de 1:8 6 mas en el suero de todas
las madres que formaron parte del estudio, indica clara-
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mente la abundante diseminacién y transmisién de los polio-
virus. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Horstmann et al.(36), autores que en sus estudios encon-
traron que casi el 100 por ciento de los adultos investigados
presentaban anticuerpos hacia ese virus. Sin embargo,
en otro trabajo que abarcé el estudio de sueros de 100
adultos guatemaltecos mayores de 20 aifios(82), y en el
cual se utiliz6 el mismo procedimiento, se pudo determinar
que s6lo 56 por ciento presentaban anticuerpos neutralizan-
tes del virus a la diluciéon de 1:8 6 mds. Si se consideran
como titulos significativos aquéllos de 1:4 6 mayores, el 76
por ciento de los adultos investigados por Sellers et al.(82)
presentaron anticuerpos anti-poliovirus 1. Adn asi el por-
centaje es méas bajo que el que se observé en el trabajo aqui
descrito y en el de Gelfand y colaboradores(27), en pobla-
ciones basicamente comparables. La magnitud del titulo
fue comparable al observado por otros autores ya que cerca
del 50 por ciento mostré titulos de mas de 1:64 y aproxima-
damente el 15 por ciento un titulo mayor de 1:250.

Si se analiza la magnitud del titulo en funcién de la
edad de la madre, parece ser que existe cierta tendencia de
los titulos a ser mas altos conforme la edad de los sujetos
avanza, tendencia que, sin embargo, no llega a ser signi-
ficativa.

El nivel de anticuerpos en el suero del cordén umbili-
cal, en muchos casos no varié significativamente del obser-
vado en el suero respectivo de la madre, lo que sugiere que
no existe interferencia en la transmisiéon de la globulina
gamma de la madre al hijo. Este hecho ya fue sugerido
por Aycock y Kramer en 1930(7) y confirmado posterior-
mente por otros autores(4, 14, 15). Por otro lado, inves-
tigadores como Lipton y Steigman (43) y Gibbels et al. (28)
han encontrado que los niveles de anticuerpos en la madre
son mas altes que los del hijo. Martins da Silva y sus aso-
ciados (47) estudiando una poblacién semejante a la que
nos ocupa, demostraron cierta discrepancia entre los titu-
los correspondientes a los sueros de madres e hijos en un
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porcentaje similar al observado en este estudio. Debe des-
tacarse aqui que en la mayoria de los estudios citados se ha
comprobado que un nimero apreciable de sueros del cordén
umbilical estdn exentos de anticuerpos de poliovirus, mien-
tras que en Guatemala, por el contrario, se observé trans-
ferencia de anticuerpos a un nivel de 1:8 6 méas en todos los
sueros analizados, salvo en 2, en los que se demostré la pre-
sencia de anticuerpos a diluciones de 1:3 y 1:6, respectiva-
mente.

La situacién en cuanto a la transferencia placentaria
de anticuerpos bactericidas de E.C.E. es un tanto diferente.
En primer término, la ubicuidad de estos anticuerpos es
mucho menor que en el caso de los anticuerpos anti-polio-
virus. Asi, sélo el 44 por ciento de las madres mostré bac-
teriolisinas de E.C.E. 0111:B4, y s6lo 2 por ciento, del sero-
tipo 055:B5. En segundo lugar, es evidente que en el paso
de anticuerpos a través de la barrera placentaria, ocurre,
cierta discriminacion, factor éste responsable de que sblo
ciertas globulinas sean transferidas al feto.

La frecuencia de bacteriolisinas de K.C.E. 0111:B4 en
las madres vari6 en relacion directa con la edad de las mis-
mas, hecho que parece indicar que el desarrollo de las glo-
bulinas especificas depende del mayor niimero de experien-
cias que se adquieren con la edad. No debe pasarse por
alto que las probabilidades de la madre de su asociacién con
nifios (que son los principales contaminadores), aumentan
con la edad, por lo que resulta mas factible la inmunizacién
de la madre por su contacto con ellos.

Como ya se menciond, se logrdé comprobar la presencia
de bacteriolisinas de E.C.E. 0111:B4, en el 44 por ciento
de los sueros maternos, y de éstos sélo hubo transferencia
de los anticuerpos al nifio en la mitad de los casos. Este
hallazgo confirma las experiencias de autores como Adam-
son et al.(2), Stulberg y Zuelzer (85) y Neter y colaborado-

res(57) quienes en sus estudios emplearon la técnica de
hemoaglutinacion. La falla en la transmisién pasiva ds
anticuerpos de E'scherichia coli ha sido atribuida a la dis-



62

criminacién que ocurre a nivel placentario de las globuli-
nas gamma 19S5 (macroglobulinas), anticuerpos que son
responsables de la inmunidad especifica a la E.C.E.(30).
En aquellos casos en que existe actividad bacteriolitica en
el suero de recién nacidos, ésta se debe a otro tipo de glo-
bulinas gamma de menor peso molecular, como la 7S, que
es capaz de atravesar la barrera placentaria.

No se pudo explicar satisfactoriamente la falta de ca-
pacidad bacteriolitica en el suero de 4 madres, en cuyos
hijos si se pudo determinar, Cabe la suposicién de que el

poder bactericida de esos 4 sueros bien puede haber sido
consecuencia de:

a) substancias (anticuerpos) cuya existencia en el sue-
ro del cordén podria asumirse que es la consecuen-
cia de procesos hereditarios independientes de la
presencia de bacteriolisinas en el suero de la madre;

b) una concentracién de anticuerpos en la sangre pla-
centaria; y

¢) inhibidores no especificos presentes en el suero del
cordon.

La presencia de anticuerpos neutralizantes de los virus
de poliomielitis en la sangre del cordén umbilical desem-
pefia un papel muy importante en la proteccién del niiio
durante los primeros meses de vida. En paises subindus-
trializados, como Guatemala, la contaminacién con entero-
virus ocurre profusamente desde muy temprana edad, pro-
duciéndose una inmunidad efectiva cuando los anticuerpos
heredados de la madre todavia suministran al nifio pro-
teccion.

Por el contrario, el recién nacido esti expuesto a desa-
rollar infecciones clinicas por K.C.E., ya que muy a menudo
se encuentra desprovisto de las globulinas especificas.

De esta manera se comprende que la poliomielitis sea
més frecuente después de los 6 meses de edad y que, por el
contrario, las diarreas por E.C.E. sean una caracteristica
del recién nacido.

VI. RESUMEN

Se describe un estudio del nivel de anticuerpos
neutralizantes de poliovirus 1, y de la presencia
de lisinas anti-F'scherichia coli 055:B5 y 0111:B4
en el suero de 100 madres residentes en la capital
y que dieron a luz en el Centro Materno Infantil
del IGSS. Esta investigacion incluyd el examen
de los sueros del cordén umbilical de sus respecti-
vos recién nacidos.

Se logré comprobar anticuerpos neutralizantes an-
ti-poliovirus 1 en un titulo igual o mayor de 1:8 en
el 100 por ciento de los sueros maternos analizados,
constatindose transferencia de dichos anticuerpos
a los hijos en el 96 por ciento de los casos. Los
titulos de madres e hijos fueron, con algunas excep-
ciones, estadisticamente comparables.

Se demostro que el 44 por ciento de los sueros ma-
ternos presentaban lisinas especificas anti-E'scheri-
chia coli 0111:B4 y que sbélo en la mitad de los
casos hubo transmisién de los anticuerpos. Al so-
meter a prueba los sueros por bacteriolisinas espe-
cificas para el serotipo 055:B5, se observé que sélo
una de las madres y su recién nacido, presentaban
esos anticuerpos.

El titulo de anticuerpos neutralizantes de polio-
virus 1 no mostré ninguna tendencia significativa
de asociacion al grupo etario de la madre. Por el
contrario, en el caso de las bacteriolisinas, la tasa

de éstas si guardo relacion directa con la edad
materna.
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Este trabajo permitié establecer la metodologia
virolégica necesaria de aplicar en la investigacién
de anticuerpos neutralizantes de poliovirus y de
otros grupos de enterovirus. Se logré asimismo,
el desarrollo de dos métodos (cualitativo y cuan-
titativo) para la investigacién de bacteriolisinas
especificas de Escherichia coli,
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