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INTRODUCCION:

Entre las posibilidades metodolégicas de diagndstico
virolégico, la serologfa tiene un lugar de particular impor
tancia especlialmente cuando los paclentes (o las muestras)
se encuentran lejos de los laboratorios donde se realizan -
las pruebas, lo cual dificulta y hace menos conveniente re-
currir al aislamiento viral, que por otra parte es el proce
dimiento mds concluyente. La serologfa es también la herra
mienta fundamental para definir la incidencla de infeccio--
nes virales en la comunidad, la necesidad de implantar pro-
gramas de inmunizacién y también para determinar la efica--
cia de esos programas. La utilidad de procedimientos senci
llos para obtener especimenes adecuados para la realizacién
de pruebas 1nmunoserol§gicas, ha sido reconocida desde hace
bastante tiempo; el primer antecedente bibliogrdfico que en
contraremos en relacién a este objetivo es el de Adams y -
Hanson (1), quienes en 1956 describieron un procedimiento -
para obtener muestras de sangre en discos de papel filtro,
con el propésito de cuantificar énticuerpos neutralizantes
contra el virus de la estomatitis vesicular. En su comuni-
cacidn estos autores hacen mencién a una referencia previa
(Stappfand Berks, Phytopathol Z., 25: 47, 1948), de un tra-
~bajo relacionado con anticuerpos contra un virus vegetal.

Posteriormente, otros investigadores (2-6) han utili
zado con éxitd_este procedimiento de recoleccién de mues—-
tras sangufneas aplicado a pruebas de neutralizacién, rija-
cién de complemento, inhibicién de la hemaglutinacién e in-
muﬁofluorescencia. Brody y colaboradores (6) realizaron -
pruebas de inhibicién de la hemaglutinacién para anti--
cuerpos contra el virus del sarampién, habiendo conservado
los discbs'de papel filtro saturados con sangre capilar y
‘deseéadbs.a temperatura'ambiente y congelados a =20° C has~
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ta por un afio; Karstad y col. (2), sin embargo, hicieron
notar la necesidad de realizar pruebas criticas para de-
terminar la estabilidad de anticuerpos adsorbidos en pa-
pel filtro bajo condiciones diversas de almacenamiento.
Green y Opton (3) recolectaron muestras de sangre en pa-
pel filtro para determinar anticuerpos neutralizantes -
contra poliovirus tipos I, II y III, con buenos resultados
y buena correlacién entre los titulos obtenidos en suero
y en elufdo del papel filtro, encontrando también que "En
las circunstanclas descritas, los anticuerpos sdn razona-
blemente estables, y se produce poco camblo en los tftulos
después de varias semanas de zalmacenamiento'a 4° C".

Llama la atencién la escasa cantidad de comunicacip
nes publicadas sobre estos procedimientos, y en particular
sobre estudios sistemiticos relacionados con la estabili--
dad de los especimenes sanguineos obtenidos en papel fil--
tro. ‘

Por otra parte, no hay dudas sobre la utilidad de
éstos_procedimientos de muestreo, ya sea para pruebas de
diagndstico seroldgico, para obtener informacién Seroepi-
demloldgica y para evaluar la =fectividad de agentes 4nmu-
nizantes. Debido a que el sarémpién es una de las enferme
dades virales en vIas de control, gracias a la utilizacién
generalizada de excelentes vacunas de virus atenuados, se
hace cada vez mis importante la vigilancia epidemiolégica
en base a la confirmacidén por el laboratorio, de los casos
de sarampidén que alin se presentan, asf como la evaluacién
periédica de la efectividad de las vacunas utilizadas para
la inmunizacién, y todo ello representa la necesidad de obp
‘tener continuamente- numerosos especimenes de ‘sangre para -

las pruebas serolégicas respeﬂtivas. ‘
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- La posibilidad de utilizar especfmenes de sangre
total obtenida por puncién capilar y adsorbidos en papel
filtro constituye una simplificacién importante respecto
de la puncién venosa; este procedimiento ha sido general
mente bien aceptado tanto por los individuos de quienes
se deben obtener los especfmenes como por el personal de
salud encargado de hacerlo, sobre todo cuando se trata
de nifios. Sin embargo, es fundamental establecer las
condiciones Optimas de conservacién de los especimenes
obtenidos de esta manera, y el lapso de tiempo durante
el cual los anticuerpos especificos no sufrirdn altera--
cién alguna que se refleje en una disminucién del tftulo
original, esto es, sin que se modifique su estabilidad.
Estos son los objetivos de este trabajo, especfficamente

~en relacién a anticuerpos inhibidores de la hemaglutina-
cién contra el virus del sarampidn.




' I) LA ENFERMEDAD.

El sarampidn es una enfermedad exantemdtica muy con
taglosa, gque se trasmite por las secreciones conjuntivales
y respiratorias. El virus penetra al organismo por el -
tracto resplratorio, se multiplica en el epitelio de dichas
vias y en el tejido linfolde regional disemin&ndose poste-
riormente por via sangufnea (viremia) hasta el tejido lin-
foide distante y algunos 4rganos.

La multiplicacidn del virus en las vias .fespirato-
rias origina, después del perfodo de incuba¢16n de 10 a 12
dfas, los sfntomas prodrdmicos de malestar general, conjun
tivitls, tos seca, irritacién farfngea, fiebre (39-40°C) -
y manchas de Koplick, que son mindsculas manchas rojas con
un centro blanco, locélizadas en la mucosa bucal. Con 1la
multiplicacidn generalizada del virus se intensifican estos
sfntomas y aparece la erupcidn roja maculopapularvtfpica;
primero en la cabeza y cara y a continuacién en el tronco -
"'y extremidades.

_ Los virus del sarampién pdeden multiplicarse también
en losllinfocitos humanos, :1o cual suglere que estas célu-
las desempefian un papel en'su diseminacién en el cuerpo y
en la patogénesis de la enfermedad, y quizd esto sea la .-
causa de la leucopenia que se observa en la fasé prodr6m1ca;

Las lesiones, junto con la fiebre y el malestar, de-
-saparecen al cabo de varios dfas en el mismo orden en que -
se manifestaron. El virus se excreta por las secreciones
'del aparato‘respiratorio y oculares, asf éomo por la orina,
durante la fase prodrémica 'y hasta dos a tres dias ‘después
de la aparicién del exantena.



] El sarampién suele ser una enfermedad benigna, de
terminacion esponténea. sin embargo, la multiplicacién -
del virus en las vias respiratorias puede dar lugar a -
Croup, brongquitis o bronquiolitis; debiéndose la mayor -
parte de los casos graVes a infecciones bacterianas que
acompafian al cuadro viral y pueden producir otitis medla
y neumonfa.  La encefalitis es la complicacién mds grave,
pero afortunadamente su frecuencia es baja en la mayorfa
de las epidemias (aproximadamente 1 en 10,000 casos); se

- presenta de 5 a 7 dfas después del exantema y es mortal -

en el 10% de los casos. Los pacientes que sobreviven su-

- fren danio permanente en el slistema nervioso central, pre-
~ sentando por ejemplo epllepsla, parélisis, etc. |

- Ademés, el_virus del  sarampién parece_sef la causa
de la Panencefalitils esclerosante subaguda, que es un tras
tqrno_degeherativo crdénico muy raro, que puede evolucibnér‘

: dufante~variqs'aﬂos’de3puéS»de un caso‘tipicovdé;;aramp1&1~-,
" 'no complicado. Existen evidencias que relacionan. al virusbl'
~del sarampién con esta enfermedad, por eJemplo. la presen- «
vcia de anticuerpos anti-sarampién en lfquido céralo-raqui
deo, la presencia de 1nclusiones nucleares y citoplésmicas
'Caracterfsﬁicas en.las células cerebrales de los paclentes,
~-en las que también se ha podido detectar el virus por inmu-
 nor1uorescenc1a.. El virus del sarampién también se ha aso-
ciado con esclerosis miltiple y lupus eritematoso. En la ~
esclerosis, el suero del pacience presenta un tftulo alto -
‘de anticuerpos contra el sarampiGn y en el lupus eritemqt_‘
so se ha detectado el virus en blopsias y rihones extirpa-
dos de pacientes, situacién que hasta el momento no ha po-
~dido ser explicada._f

R r&SQb»ppedbminaﬁte'eﬁclaipatdldgia déllsérémpidn




es la formacidén de células gigantes multinucleadas qUe re
ciben el nombre de células de Warthin-Finkeldey, aigunas
de las cualez llegan a tener 70 a 100 ndcleos, con inclu-
siones nucleares y citoplésmicas eosinéfilas.

Estas células caracterfsticas se encuentran en las
secresiones nasalec durante la fase prodrémica de la enfqg
medad, as{ como en el tejido linfoide del tubo digestivo,
principalmente en el apéndice, y se han observado también
en gl esputo de pacientes con bronconeumonia de origen sa
rampionoso. ‘

Las lesiones de piel y mucosas qUe'apérecen duran-
te la infeccidn pueden ser de etiologfa viral, o bien de-
berse al efecto de complejos inmunes formados por el virus
y los énticuerpos.

Las manchas de Koplick se produben pbr una‘infiltra_ f

€1én inflamatoria de células mononucleares en las gléndu--.* 

las de la submucosa. La erupcién se .debe 'a la prolifera-—
c¢idn del endotelio capilar con exudacién de suero hacia la
epidermis, de modo que 1las células epiteliales presentan -
vacuolas, se necrosan y forman las vesIculas.

II) EL AGENTE PATOGENO.

: Los virus del sarampidén son generalmente esféricos,
" con un didmetro de 120 a 250 nm; poseen una nucleoc&pside

" helicoidal de 17 nm de difmetro contenida dentro de una en

'voltura cubierta de pepldmeros. Su genoma esta constituido

_ -por una cadena simple de RNA, rica en uracilo, con un PM ~

. de 6. 2-6, h x 106 daltons y con un coericiente de sedimenta
'7c16n de’ 50 s. R
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Su composicién proteica es similar a la de los pa
ramixovirus, y contiene 6‘bolipéptidos”estrucburales con
un PM de 4.57=7.56 x 10 d, su envoltura es de naturale-
. 2za pollproteica. Poseen una hemaglutinina y carecen de -
neuraminidasa.

Los virus de sarampién tienen una densidad de aproxi
madamente 1.23 g/ml., y un coeficiente de sedimentacidén de
200 a 300 s; son estables a pH entre 5.0-10.5 (siendo el
éptimo de 7) durante 3 horas y a 0°C. Se inactivan en 4 -
dfas a 37°C con formaldehfdo dilufdo, con luz UV, desoxi-
colato de sodio, éter etflico al 20%, acetona al 50%. Tam
bién se inactivan ripidamente con luz visible en ausencia
de protefnas estabilizadoras. : ‘

La establlidad de este virus aumenta a medida que --
se reduce la temperatura de conserVacién. las cepas vacu-
nales atenuadas requieren pequeﬁas cantidades de protefnas
¥ liofilizacién para conservarse activas por un mfnimo de ;
un afio a temperaturas ordinarias de refrigeracién (4-8°C),
xcondiciones 1ndispenbab1es en ‘la prdctica para su manejo -
. adecuado. ' ' ‘ '

ITI) PROPIEDADES ANTIGENICAS.

\ Todas las cepas que se han eétudiado‘pertenecén a un
‘solo tipo antigénico y & pesar de su’Similitud moffongica
no existe relacién antigénica del virus del sarampién con -
otros paramixovirus humanos, aunque sf la tiene con e1 virus
canino del moquillo (distemper) y el de peste bubdnica (rin.
derpest) ;

: -Se pueden separar de la partfcula viral un antfpeno
vJsoluble rijador del complemento que se encuentra en la nu-
,fcleocépside, una hemolisina y una hemoaglutinina.,j




.. Los virus del sarampién son capaces de aglutinar =~
‘eritrocitos de mono a 37°C y no se eluyen esponténeamente
de las células aglutinadas puesto que los virus no contie
nen neurominidasa; esta propiedad tiene gran importancia
prictica en la prueba inmunoserolégica de inhibicién de =
la hemaglutinacién.

La hemolisina no solo hemoliza los hematies de mo-
no sino que ademis induce la fusién de las células en cul
tivo in vitro, es decir, da lugar a la rérmacidn.de célu-
las gigantes multinucleadas (Hall y Martin, 1974).
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CONSIDERACIONES GENERALES:

El sarampidén es una enfermedad generalizada en todo
el mundo que ataca principalmente a los nifios en edad pre-
escolar y escolar, y por su facllidad de contaglo hace ne=-
cesarlo tomar medidas epidemiolégicas.

S1 blen es clerto gque en nuestro pais se ha logrado
ya un control parcial de este importante problema de salud
plblica, todavia se presentah numerosos casos de la enfer-
medad en nifios no vacunados; el saramplén es una enferme--
dad peligrosa por las complicacionés a que est4 expuesto -
@1 individuo infectado, por lo cual consideramos convenien
te ocuparnos de las caracterfsticas del padecimiento y del
apgente causal, de algunos éspectos patogénicos y epidemio-~
- 1f8gicos, de la respuesta inmune, de los recursos preventi.
vos exlstentes y de las pruebas de laboratorio ﬁtiles para
su diagnéstico, para establecer de esa manera la utilidad
e importancia del procedimiento de muestreo objeto de este

~trabajo.
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. IV.~ ASPECTOS INMUNOLOGICOS.

La infeccidn por virus de sarampitn confiere una irmunidad durade
ra, aunque algunas investigaciones serdepidgniolégicas. han demostrado
que existen personas con un t{tulo dé Ac anti-sarampién negativo, a pe-
sar de haber sufrido la infeccién. Los anticuerpos circulantes aparecen
de 10 a 14 dfas después del contaglo, es decir, cuando se presenta el -
exantema, y alcanzan el tftulo miximo cuando este desaparece. El tftulo
de Ac neutralizantes, fijadores del camplemento e inhibidores de 1a he-
maglutinacién se mantiene alto a partir de la segunda semana. La morta
1idad por sarampién originada por neumonfa de células gigantes, es eleva
da en nifios con deficiencias irmunolégicas de los linfocitos T; en ta-
les casos es comin que no se presente el exantema caracteristico.

Ia mayor gravedad que can I‘reéuencia se observa en pacientes con
Sax'atlpiérx en pafses o regiones subdesarrollados, es atribufble en muchos
 casos a la desnutricién.

V.- DIAGNOSTICO DE LABORATORIO.

El diagnbstico del sammidrx generalmente se hace con base en el
cuadro clinico caracterfstico, y la confirmacitn por el laboratorio se -
realiza con fines de investigaciér\, en aguellos casos de adultos en los
. que la enfermedad es mis grave y el diagnSstico diffcil, y con fines epl

demiolégicos. Esta Gltima aplicaciSn resulta mis importante a medida -
' que se reduce la frecuencia de la enfermedad como consecuencia del uso
-masivo de vacuna ~ : :

Durante la fase prodrdmica se puede ‘establecer un diagnéstico ré
pido y sencillo demstrando la presencia de las células de Warthin- -
Finkeldey en muestras de ra_spado de la mucosa nasal; también se han -
'utilizado téenicas de inmunofluorescencia para identificar antfgenos vi
rales espec{ficos pmcedentes de la mucosa nasal y de con,juntiva.

El diamGstico sero16gco puede hacerse titulando los anticuer-
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pos tanto en la fase aguda como en la convalesclente mediante pruebas

de neutralizacidn, fijacidn del complemento o IHA. Si el tftulo de Ac

especificos en la muestra de fase convalesciente es 4 veces mayor -

(o mas) que el t{tulo en la fase aguda, puede hacerse con certeza el
diagndstico de sarampidn.

El diagnéstico definitivo puede hacerse por aislamiento del virus
en cultivos de células a partir de secreciones de nasofaringe del en-
fermo, aunque aislar el virus a partir de estas muestras es muy diff-
cil. Después de 2 dfas de la aparicidn del exantema es initil inten-
tar el aislamiento del virus, excepto quiz4 de la orina, por lo que -
no es un procedimiento diagnéstico de rutina.

El aislamlento se puede realizar en cultivo primario de rifién de
mono o de rifion humanc y en lineas celulares Hep-2 y Vero. El efecto
citopatogénico (ECP) consiste en la aparicién de células gigantes mil |
tinucleadas con inclusiones eosinéfilas nucleares y citoplasmiticas,
rodeadas de una zona clara o halo, y pueden presentarse también célu-
 las estrelladas o fusiformes con inclusiones eosin6filas. o

VI.- EPIDEMIOLOGIA..

El sarampién es endémico en el mudo entero, pixdiendo presentar-
se en cualquier época del afio aunque es nﬁs camn al final del invier
no. ‘E1 huesped natural es el hambre y puede transmtirse a monos. Es
esencialmente una enfermedad infantil, aunque puede afectar tanbién
adultos no inmunes. ”

v las epidemias en pafses desarrollados se presentan cada 2 & 3 -
aﬁdo y en pafses subdesarrollados ocurren anualmente debido al incre
mento continuo de poblacién infantil susceptible de contraer la enfer
medad, por 1o que resulta nﬁs fécil que se establezca 1a cadena de -~
tmnsmisi&m del virus en. la commnidad. Las caracterfsticas epidemiolG
g.lcas del saranp:ldn han canbiado notablemente en pafses o regiones -
donde ha sido utilizada 1a vacuna en forma extensa, al grado
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que se ha logrado reducir mis del 90% el nimero de casos de la enferme
dad y ya no se producen situaciones epidémicas. Las pruebas de labora-
torio, como parte de las actividades de vigilancia epidemiolégica, son
absolutamente esenciales para lograr el control del sarampién, y se -
utilizan con 2 propésitos principales:

A) Obtener 1nf‘omhci§n sobre la efectividad de las vacunas aplica-
das a la poblacién susceptible.

. B) Precisar el diagn6stico de los casos sospechosos de sarampién,
cada vez menos frecuentes y por lo tanto mﬁs Importantes desde el punto
de vista epidemiolégico.

la diseminacién del virus ocurre via las micro-gotas expulsadas del
~ aparato respiratorio, durante unos cuantos dfas antes y después del co-
- mienzo del exantema.

. En reglones aisladas donde el sara:rpién no es endémico, la introduc

E c16n del virus origina la infeccidn en adultos tanto como en nifios, y

. ‘por 1o tanto la morbilidad y mortalidad son muy altas debido a camplica
clones que sueleh presentarse en los adultos. |

VII.-PREVENCION Y CONTROL

- Cuando €l nimero de individuos ‘susceptibles de enfermar aumenta,

~ 8e presentan en la calunidad epidem.as a intervalos de algums afios.

- En caso de epidemia se puede administrar globulina gamma hiperinmne
que produce inmunidad pasiva y transforma la enfermedad en otra varie
dad, hasta del tipo abortivo, segin la dosis y el momento de la adminis
tracién. Sin embargo, la ‘immizacién pasiva es costosa y el producto -
' b:lolég,ico no es fécil de conseguir, por lo que tal recurso de’berfa de—

Jarse 86lo para casos en que hay: un alto riesgo de que el enfermo pueda
'_sui‘rir un cuadro clfnico my grave, como suele ser el caso de pacientes

con algun tipo de 1mmodepm316n. ‘ :
: No se conoce ningm tmtendento especﬂ‘ico contr-a el smidn -
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En cuanto a medidas profilacticas exlsten las vacunas de virus atenua
dos, que resultan muy eficaces como la que se emplea en la Repdblica
Mexicana. Esta vacuna se administra en una sola dosis y puede ir sola
o cambinada con las vacunas de rubecla o parotiditis.

Ia vacunacién se recomlenda en los nifios mayores de 9 a 12 meses,
ya que sl se realiza antes los Ac maternos interfieren y disminuyen la
eficacla de la vacuna, haciéndose necesario en estos casos una revacu
nacién.

La vacuna confiere una proteccién por lo menos de 4 a 5 afios, pe
ro si durante este perfodo se tiene contacto con cepas silvestres del
virus o se padecen infecciones subclinicas, estos factores'evitan que
el tftulo de Ac disminuya originfindose asf una irmunidad duradera.

Los lactantes con defectos congénitos del timo son‘ eSpecia]ment.e
susceptibles a infecciones generalizadas y a neumonfa por virus del -
sarampién.

' VIIT GENERALIDADES SOERE LA PRUEBA DE INHTBICION DE LA HEMAGLUTINACION.

la prueba de inhibicién de la hemaglutinacién se basa en la neu-
tralizacién relativamente espec{fica, de 1a.hana51utinina viral por Ac
presentes en el suero. E1 efecto de inhlbldores no especﬁfibos debe ~
ser 1égicanente Teducido al mfnimo a fin de elevar la reproducibilidad
de los tftulos de anticuerpos, y ello puede lograrse mediante diversos
pmcedinuentos.

1.~ Inactivacién a 56°C durante 30 minutos. (De esta manera se -
eliminan inhibodres t;enmlébues)

. 2. Tratanuento con pmducbos mzmucos como la tripsina ola =
1llamada enzima destructora del receptor, que cm I‘necuencia pem:lte ell
minar a los hmibidores temnestables. :
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3.- Tratamiento con sustancias absorbentes del tipo del caclfn,
capaces de remover fisicoqufmicamente los inhibidores inespecificos
sin alterar la composicién del suero.

4.- Absorcién de factores hemaglutinantes inespec{ficos por me
dio del mismo sistema celular que se va a utilizar en la prueba de -
la 1nhib1cion de la hemaglutinacién, antes de poner en contacto el -
suero y el ant{geno viral.

Esta prueba (IHA) constituye un método sencillo y preciso para
“eValusr 14 presericia de ‘Ac-inhibidores de la hemaglutinacién en sueros
humanos o animales y la cuantificacién de Ac inhibidores de la hemaglu
- tinacidn permite establecer la condicién inmunitaria del individuo.

La poreién activa de la partfeula viral ha recibido el nombre de
hemaglutinina que es una protefna antigénica. El principio activo de
" la hemaglutinina parece ser la enzima neuraminidasa, la cual reacciona
con el gcido neuramfnico (rmcopolisacérido), también 1lamado sustaricia
receptora, de los eritrocitos. Si éstos son sensibles a la aglutinina
especﬁ‘ica del virus, se produce el fen&neno de la hemglutinaci& que’

- es. apreciable a simple vista. La prueba pmpiamente dicha se reallza,

de manera resumida, como sigue: con el suero tratado se hacen dilucio-
nes seriadas en una placa de microtitulacién usando microdilutores de-
bidamente calibrados. A cada dilucién contenida en su respectivo pozo,
se aﬂaden 4 "™unidades Mnaglutmantes" (UHA) del virus a probar, u’cili
zando una micropipeta, y se agregan en la misma forma los eritrocitos’

de la espec:,e animal apropiada. Esta placa se incuba a- temperatura: adg
cuada, 10 suficiente ‘para que se sedimenten los eritrocitos y pueda in
terpretarse el tftulo de :mticuerpos , que es la recfproca de la mixima
 ilucibn capaz de inhibir calpletamente 1a cantidad agregada de hema—

glutinina especfﬂca (Pig. No. 1). -

‘ 1a prueba de THA es my sensible y, con excepcidn de los tomvl-
- TuS, especﬂ‘ica. Mide solamente anticuerpos que se unen’ directamnte -
ala hemglutmina viral (es decir a las puntas de laa pmyecciones -
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ESQUEMA REPRESENTATIVO DE LA TECNICA DE
~INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION

Figura No.1
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~de los pepldmeros de la mayoria de los virus con envoltura), y posible

mente también aquellos que se unen a otros ant{gencs tan estrechamente
contiguos a la hemaglutinina que el Ac puede inhibir la hemaglutinacién .
por obstdculo estérico. En resumen: La prueba de la IHA es senéilla, -
econdmica y rdpida, ademds de ser el procedimientc seroléglco de elec
c16n para cualquier virus que causa hemaglutinacién especifica.

IX.- CONSIDERACIONES SOBRE LA PUNCION CAPILAR.

Este procedimiento para la obtencién de xmesfc'ras sangufneas estd
tomando cada dfa mds importancia, pues en camparacidn con la puncién -
venosa presenta ventajas, camo las que a continuacidn se enumeran:

1) Material: La puncién capilar requiere lancetas desechables, to
rundas de algoddn humedecidas en alcohol, y el material para absorber,
en tanto que la puncidn venosa requiere jJeringss Mpodénnicas y agujas
estériles, ligaduras o torniquetes, torundas de algodén humedecidas en.
-alcohol, tubos de ensaye para colectar las 'nues’cras. ‘ '

2) Sencillez: La puncién capilar es nés sencilla y répida en r~e1a
cién ala puncion venosa, no sélo por 1o que toca a la tama de 1a mues
'cr'a sino también por su mnipulacidn, pues en el primer caso basta de-
Jar que seque la sangre impregnada en el papel filtro y después guardar

~la en un recipiente apropiado, y en el sepundo es necesario separar el
suero y eliminar las células sangufneas por centrifugacién, y luego -
congelar por 1o menos a -20°C o refrigerar si la prucba se va a reali-
zar en las sipulentes 24 horas. ' k

3) Traumatismo: La puncibn capnar produce menos traumatismo al
paciente, por lo que resulta mis aéept,able tanto a éste como al perso-
‘nal encargado de tomar las muestras. Esta ventaja es particularmente
importante en el caso de nifios n.xy pequefios o de personas en quienes -
la puncién venosa presenta pmblemas por el calibre de las venas acce=~
sib}.es o por otras razones. '
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4)Costo: la puncidn capilar es bastante mds bérata que la pun-
clén venosa.

Cabe mencionar que los especfmenes recolectados por puncidn capl
lar y absorbidos en tiras de papel [iltro presentan también las venta

Jas de traslado y almacenaje, factores importantes en encuestas sero-
epidemioldgicas.

MATERIAL Y METODO:
A.- Material bioléglico.

Se obtuvieron 10 ml. de sangre con anticoagulante' (2 mg. de ci—
trato de sodio/1 ml. de sangre) y 2 ml. mds sin anticoagulante, de la
misma puncién venosa, de 10 voluntarios escogidos al azar sin impor—
tar antecedentes de vacunacién. ’

De los 10 ml. de sangre con anticoagulante se procedid a impreg-
nar por capilaridad tiras de papel filtro EDEROL 3105 de 1 cm. de an~
cho por 10 em. de largo, observando gue 0.45 ml. de sangre total es -
la cantidad requerida para cubrir totalmente dicha tira. Esto nos in-
dica que tenemos absorbidos 0.045 ml. de sangre total x 1‘cm2. Se de-
Jaron a temperatura amblente hasta desecacién completa (aprox. 3 - 4
horas), se guardaron en recipientes herméticos aproplados y se 1leva-~
ron a diferentes temperaturas (tenperatura ambiente, mfrigeraci6n a
4°C y congelacitn a -20°C). |

Los otros 2 mi. de sangre. sin anticoagulante fueron ceﬁtrifuga—
sos y se les separd el suero para su titulacién inmediata (tftulo ba-
se). -

Se obtuvieron ademfis eritrocitos de mono verde africano (Cerco-
phytecus aethiops) procedentes del Instituto‘Nacional de Virologfa de
la 5.S.A., por ser los mis sensibles a la aglutinina del virus de sa~
rampién. o o
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B.~ Solucidn amortiguadora de fosfatos (PBS con Cat+/NgH).

NaCl woviieneiinnriiinnnnnans, 8.000 g
NaQHPOu 7H20 ............... 2.160 g
KC1 cieeneinninens ceeceseanes 0.200 g
CaCl2 anhldro .....c..... caseen 0.100 g.
thlE H20 ............ 0.100 g
Agua destilada ........e.0e.nn ¢.b.p. 1000 ml

Esterilizar por I‘iltracién y conservar a temperatura de refrigera-
cién (4°C).

~ Equipo y material de laboratorio:

" Microdilutores de ............ 0,025 ml.
Micropipetas de .......c00.0.. 0.025 ml.
Placas de microtitulacidn con cavidades de fondo en ™"
Estufa para incubacién a ..... 37°C
Refrigerador @ veeeeeeseecass. - 4°C
CONZELAdOr @ vvvevnrenrneenns =209C
- Centr{fuga (se uso una CHRIST modelo clfnico).
Tubos de ensaye de 12 x 75, 13 x 100 y 16 x 150,

D.- Metodologfa.

D.1.- Pr_e_pgracién de la suspensién de eritrocitos de mono.

Tomar una alficuota de eritrocitos de\ mono, lavar 3 veces con -
PBS Ca++/Ng++ (1500 rpm - 10 minutos). Después del dltimo lava-
do hacer una suspensién al 50% (ejemplo: 2.5 ml. de ‘paquete ce-
lular/ 2.5 ml. de solucién amortiguadora). Guardar en refrigera
c¢i6n hasta el momento de su uso.

En el mnento de llevar a cabo la prueba de THA se prepara' una =
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suspensién de eritrocitos al 0.5% (9.9 ml. de solucidn amortiguadora
+ 0.1 ml. de eritorcitos al 50%). '

D.2.- Titulacidn del Antfgeno. El ant{geno del sarampién, obtenido -
de fuente comercial con un tftulo original de 1:128, se titula por -
duplicado para corroborar dicho titulo de la siguiente manera:

1.~ Colocar en una microplaca de fondo en "V'" una gota de 0.025
ml. de PBS Cat+/Mg+t a 10 cavidades de 2 hileras.

2.~ Tomar con el microdilutor una gota (0.025ml.) del antigeno y
~ colocarla en la primera cavidad, mezclar con movimlentos rota
torios, pasar a la siguiente cavidad y asi sucesivamente hasta
la dltima, descartando 0.025 ml. de la Gltima dilucin.

o= Ag’egar 0.05 ml. de eritrocitos al 0.5%.
4.~ Agitar cuidadosamente e incubar a 37°C durante 90 minutos.

5.~ Leer e interpretar. El1 tftulo es la méxima dilueién del -
ant:_fgeno' que produce hemaglutinaeidn parcial ( + ), y se con
sidera que esa dilucién contiene una unidad hemaglutinante
(1 UHA). '

En la figura No. 2 sé presenta en forma esquemitica el resulta
do obtenido experimentalmente, corrobordndose el tftulo indicado por
la casa productora (Instituto Behring).

Para la prueba de la inhibicién de la hemaglutinaéién se reguiere
que el antigeno tenga una concentracidn de 4 UHA, que al meZelarse con -
un volumen igual de cada dilucidn del suero problema tratado dard la -
concentracion final de 2 UHA.

' Para determinar la dilucidn de trabajo del antfgeno (que debe con
tener 4 UHA), se hace el cdlculo sipulente: '

T{tulo del ant{peno (1:128)
" 4 UHA

1:32
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TITULACION DEL ANTIGENO
Figura No. 2

I 4 5 8 8 10
TN €43 ,f! s
Q@O0 OGO
1:8

116 1:32 164 |1128 | 1:256 1512 11024

TITULO DEL ANTIGENO 1:128
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D.3.- Elucidn de las muestras,

Se cortaron fragmentos de 2.2 cm2 de largo x 1 cm2

de ancho (0.1 ml. de sangre total en 2.2 em? de papel fil
tro). Después se cortaron en pedazos m&s pequefios, de ma-
nera que la superficie de contacto con el eluyente fuera
mayor.

Se agregaron 0.4 ml. de eritrocitos de mono al 50%,
dejdndose eluir durante toda una noche a temperatura de -
refrigeracidén. El volumen final de suero es de 0.2 ml. -
aproximadamente y el otro 0.2 ml. corresponde a células
rojas (tomando en consideracién que partimes de un volumen
"0" o seco). E1 tftulo de la dilucién final es de 1:4.

Por otra parte, para obtener los "tftulos base" a -
partir de los sueros, estos se trataron de la sigulente -

- manera:

» En un tubo de 12 x 75 mm medir 0.2 ml. de suero pro
blema y 0.05 ml. (2 gotas con la micropipeta) de eritroci
tos al 50%. Mezclar y llevar a 4°C durante 1 hora, agitan
do cada 15 minutos. Centrifugar a 1500 rpm 15 minutos y
utilizar el sobrenadante para la prueba de IHA. En este =
caso se considera que la dilucién inicial es 1:2.

D.4.~ Prueba de Inhibicién de la Hemaglutinacidn,

Se basa en que los anticuerpos especf{ficos conteni--
‘dés en el suero reéccionan con el ant{geno (virus del sa--
rampién) y después, al ponerlos en contacto con los eritro
citos, pueden observarse dos reacclones diferentes::

a) si el suero contenfa los Ac especfficos necesarios
para inhibir la accidn hemaglutinante del virus sobre los -
eritrocitos, no se observa aglutinacién de éstos.
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b) Si el suero no contenfa anticuerpos especf{ficos -
inhibidores de 1l1a hemaglutinacién, la aglutinina viral -
quedari libre y produciri la aglutinacién de los eritro-

citos.

La prueba se realiza de la siguiente manera:

1--

Colocar la placa de microtitulacién en sentido
horizontal y agregar una gota de PBSca++/Mg++ en
6 cavidades de cada hilera, con una micropipeta
de 0.025 ml.

Tomar con un microdilutor 0.025 ml. de uno de los
sueros & probar, y colocarlo en la primera cavi--
dad de una hilera, mezclar con movimientos rotatoe
rios de 1zqu1erda a derecha y pasarlo a las sipulen
tes cavidades en sentido vertical, repetir esta -

, vmaniobara para cada ‘uno de. los especimenes, descar
" tando los 0.025 ml. de 1la Ultima diluciGn que se -

“encuentra en el microdilutor.

Agregar una gota de ant(geno (micropipeta de 0.025
ml.) previamente titulado y dilufdo-a contener U -
UHA por unidad de volumen; mezeclar cuidadosamente

y dejar reposar 1 hora a temperatura ambiente.

Adicionar 1 gota (micropipeta de 0.025 ml.) de sus
pensién de eritrocitos al 0.5%, mezclar e incubar

a 37°C por espacio de una hora y media.

Leer e 1nterpretar.

‘En cada determinacién de este tipo debe incluirse

un control | (+), un control (= ), un control de eri-

'trocitos y un ccntrol de antfgpnc. Los controles (4) y ( )
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se tratan de la misma manera que 1o0s sueros problema.

Control de eritrocitos: colocar 1 gota de PBSCE‘“/MEH mis 1 gota
de eritrocitos al 0.5% en 6 cavidades de la microplaca (se puede hacer
también nada mis en 3 cavidades); mezclar muy bien (una vez que hayan -
sido montadas todas las pruebas y demds controles) y observar al térmi-
no del perfodo de incubaci6n a 37°C. No deberd haber autoaglutinacién,
es decir, las 6 cavidades deberdn mostrar un botdn bien definido; si se
observa cualquier grado de autoaglutinacién la pmieba no es satisfacto-
ria.

Control de antf{geno: Agregar una gota (0.025 ml.) de ppCatt/Mert
a cada una de 6 cavidades de la placa; con un microdilutor de 0.025 ml.
pasar esta cantidad de antfgeno dilufdo, que contiene 4 UHA, a la prime
ra cavidad. Mezclar pbr rotacidn del microdilutor y pasar éste a la se
gunda cavldad, y as{ sucesivamente, descartando 0.025 ml. de la Ultima
dilucidn; agregar a cada cavidad 0.025 ml. de la suspensién de eritroci
tos de mono al 0.5%, mezclar bien y obsérvar e interpretar después del
perfodo de incubacidn. De hecho es una titulacibn del antfgeno, pero a
partir de la dilucién de trabajo. Si la dilucidn es correcta deberd ob
servarse aglutinacién total en la primera cavidad, parcial en la segunda
y casi nada en la tercera; las tres (ltimas cavidades deberdn mostrar -
botén completo. En la figura No. 3 queda esqdenatizada la manera en quc
se corre e interpreta una prueba de inhibicidn de la hemaglutinacién, En
el caso de los problemas (Pl’ P,, P3 Pu) el tftulo de anticuerpos anti--
sarampidn es el siguiente:

1"1 - 1:8
_P2 - 1:16
' P3 - <1:4

Pll - Neg.
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"LA DILUCION DEL SUERO MAS ALTA QUE HAYA INHIBIDO
COMPLETAMENTE LA AGLUTINACION DE LOS ERITROCITOS,
‘CORRESPONDE AL TITULO DE ANTICUERPOS EN EL SUERO".




'PRUEBA DE INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION )

‘Figura No. 3
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RESULTALOS

Ios tftulos obtenidos tanto en los sueros (tftulo base) como en los
eluldos de las muestras absorbidas en papel riltio se encuentraen en los
cuadros (1,2, 3), que correspenden a las distintas condiciones de con——
servacidn de las tiras de papel filtro inpregnadas con las muestras de
puncibn capilar.

Como puede verse en el cuadro No. 1, las muestras (1,2,3, 6 y 9) -
canservadas a temperatura ambiente no modificaron su titulo original de
Ac especificos ain después de 68 dfas de obtenidas las muestras; las -
- otras 5 muestras s{ redujeron un tftulo original, pero cabe hacer notar
que U de ellas (4,5,7 y 10) tuvieron un tftulo my bajo (1:4).desde e
principio, por lo que no resulta ilégico que se hayan negativizade.

En €1 caso de las muestras conservadas a 4°C (cuadro No. 2) solamen
te las muestras _(5 »7 ¥ 10) se negatlvizaron, con la circunstancia ;ya‘ -
. menclonada de que sus tftulos originales fueron my bajos. Adn cuando
1z diferencia es my pequena, nos queda la mpresién de-que la consewa
- elfn de las muestras a temperatura de- nefrigeracién influye favorablanen
te en la estabilizacién de los anticuerpos presentes en ellas. Sin embar
E #0, serfa necesario realizar pruebas a plazo nﬁs largo para tener la cer
teza de que se logra efectivamente una‘estabil:lzacidn rrﬁs prolongada.

En el cuadro Ne. 3 pueden verse los resultados obtenidos en las ti-
mmlaciones de anticuerpos cuando las nuestras fueron conservadas ba.jo

~ condiciones a =20"C; en este caso se llevaron a cabo solamente 2 deter

" minaciones de anticuerpos los dfas 33 y 68 a partif del dfa "0", par—
tiendo de la suposicidn de que en esas condiciones deberfa obtenerse wna
neyor estabilidad de los anticuerpos absorbidos en el papel filtro. A -
: ~ partir de nuestros resultados, parece no: existir diferencia en la estabi
 1idad cuando las muestras son conservadas a 4°C o a ~20°C; de hecho, los
tftulos respectivos son absolutamente 1guales al cabo de 68 dfas, pero_ -

- es necesario insistir en que solamente con'iendo pruebas a plazos rﬁa
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CUADRC 1

TITULOS OBTENIDOS EN LAS MUESTRAS CAPILARES CONSERVADAS A TEMPERATURA AMBIENTE

inxe;;ra Dfas transcurridos a 'partivr ‘del dfa "b" | |
| s' 1| o120 190 | 26| 33 p 40 | a7 s¢' | 61' | 68
1 |18 1| ue | 18| 18 | 16 | 1:6 | 16 | 18 | 14
2 |2 |18 | 1a6| 16 | 28| 1a6] 16 | 106 | 16| 18 | 18
3 | 126} 126 1216 1006 | 1:16) 1:16 | 1:32 1:16 1:16 | 1:8 1:8
4 f1alua] 18| 1.4 | 1:4 | 1) 104 1:8 1:4 | Neg | Neg
5,‘ 1:4 | 1:4 1:4 1 1:4 1:4 | 1:4 1:4 1:4 14 :,Neg VNQQ
6 1:4 |1:4 | 1:8 }1:8 1:4 | 1:8 1:8 1:8 134 1:4 134
| 1:4 [1:a | 1:4 ] 1:4 | 1:0] 226 | 124 1:4 Neg | Neg | Neg
8 1:16 [ 1:16 | 1:16|  1:16 1:16] 1:16 1:32 1:32 1:16 | 1:16 - 1:4
9 | aae{1a6| 1a6| 1as | 1a6| 16| 132 | 132 | 106 | 136 | 1m16
10. BUREURESTE 14| 14| 1 14 1:4 1:4 | Neg | Neg

~Para fines précticos, un tftulo < 4 se considera NEGATIVO |
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CUADRO 2 .-

TITULOS OBTENIDOS EN LAS MUESTRAS CAPILARES CONSERVADAS A REFRIGERACION A 4°C -

7' . Dfas: ttanécurridos‘ "a‘ partir

del afa "o

mewn | , ; i
Co]s o1 ] 12t ) 19 L2er | o33 | a0t | a7t | 54 | 61" 68’
1 1:8 1:8 1:8 1:8 | 1:8 ‘::1=9 fiéls 1216 1:8 | 1:3 |1
2 | 1:8 1:8 1:16 1:8 1:8 1:16 | 1:16 1:16 1:8 1:16 | 1:16
3 1:16 | 1:26 | 1:16 1:36 | 1:16 | 1:36 | 1:32 | 1:16 | 1:16 | 1:8 [1:6
‘ 14 | 14 | 18 18 | 1:4 |18 |14 | 18 | 14 | 1:4 |1n
5 e | 14 | 18 14 | 14 |18 | 14 | 2:8 | veg | Neg |Neg
| 6 ‘ 114 1:4 1:16 | 1:8 | 1:8 | 1:8 118 1:8 - 1:4 1:4 |1:4
7 1:4 1:4 1:4 | 16 {14 |24 [ 14 | 14 | veg | Neg |neg
8 | ‘1:16‘ 1:16 1_3‘1’6 ltIS 1. 1316 1:16 1:>32v ‘ ,1:32 1:16 1:16 1:16
9 116 | 1:16 | 16 | 16 ‘1116 106 | 1232 | 132 | 1a6 1516 1116
10 L4 | 14 4 Lé {14 |24 | 1 14 | Neg | Neg |Neg




"CUADRO 3

TITULOS OBTENIDOS EN LAS MUESTRAS CAPILARES CONSERVADAS EN
CONGELACION A =-20°C

29

Huestra Tose Dfas transcurridos a partir del dfa  "0"
33 68
1 1:16 1:16 ; 1:8
1:16 1:16 1:16
1:16 1:32 1:16
4 1:4 134 : 1:4
5 1:4 1:4 Neg
° 1:8 1:8 | 1:4
7 1:2 1:4 ‘ ves
8 1:32 | 1:32 1:16
9 1:32 1:32 v 1:16
10 1.4 | 1:4 o Neg

'Para fines prdcticos, un tftulo < 4 se considera negativo.
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FIGURA 4

CORRELACION DE RESULTADOS
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- largos podria definirse con certeza si en alguna de estas 2 condiciones ’
de conservacién se logra; eri-efecto, una estabilidad mis prolongada.

Desde el punto de vista préactico, la seguridad de que las muestras
de sangre obtenidas por puncién capilai' pueden conservar sus anticuer-
pos, sin pérdida del tftulo, por 2 meses cuando menos, representa un
elemento lmportante de conflanza en los resultados cuando las pruebas
de laboratorio no pueden realizarse en seguida, o cuando por otras ra
zones es preferible o conveniente acumilar muestras durante algin -
tiempo antes de proceder a las titulaclones de anticuerpos.

La correlacitn de los resultados obtenidos en las muestras por pun
ci6n venosa y por puncidn capilar fué my satisfactoria, segin puede
verse en la figura No. 4, ya que en ningin caso la diferencia fue ma-
yor de wna dilucidn.

CONCLUSIONES

1R procedimiento para obtener nuestras de sangre por puncion -
capilar presenta algunas ventajas sobre el procedimiento de puncidn ve
nosa, en particular mayor sencillez y aceptabilidad tanto para el pa—
clente camo para la persona encargada de obtener la ;ruestra, menos trau
matismo y menor costo taﬁto por concepto de materiales camo de tiewpo.

 2) La manipulacién de las muestras obtenidas por puncién capllar,

en las condiciones menclonadas, permite disponer de un material biold

glco satisfactorio para la.determinacién cuantitativa de anticuerpos -
inhibidores de la hemaglutinacién contra el virus del sarampién, y my
probablemente lo anterior sea aplicable a muy diversos antigenos vira-
les y de otra naturaleza.

3) Las muestras absorvidas en papel f1ltro y conservadas a tempe-
ratura amblente en recipientes herrnébicos, se mntienen estables, desde
el pmto de vista de un contenido de anticuerpos especificos por un pe
riodo apmxlmado de 6 semanas en el caso de muestras con tftulo orlglnal



my bajo.

i) 1a estabilidad de los anticuerpos especificos presentes en las
muestras conservadas tanto a 4°C como a -20°C no mostrd diferencia -
apreciable al término de 68 dfas a partir de que fueron obtenidos, pe
10 no se descarta la posibilidad de que a plazos mis largos si pueéa
demostrarse una diferencia apreciable.

5) Una vez demostrada la estabilidad de las muestras obtenidas en
esta forma, resulta muy recomendable el procedimiento scbre tedo en el
caso de nifios pequefios y cuando se van a realizar estudios de tipo epi

“demloléglico o pruebas de efectividad de vacunas.
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