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COMPARACION DE CINCO METODOS PARA LA DETERMINACION DK 1pG
ESPECIFICA PARA EL VIRUS DEL SARAMPION

De las enfermedades exantemdiicas quizd ¢l sarampion es una de las mas ficilmente reconocibles
clinicamente, sin embargo Ia presentacion de cuadros atensados por 1a adiministracion profilictica
de innmmoglobuling, 1o cada vez menos frecuente presehtacion del cuadro clinica clisica, la
aparicion de cuadros de panencefalitis esclerosante subaguda (PESA), asi como la valoracion de
BUEVAS VICUNAS, eSqUaNas y vias de administracion, hacen necesario «f continuar con ef apayo def

laboratario para a determinacian de 1a respuesta inmune especifica.

El agente etiologico de esta enfermedad pertencee a fa familia Paramvixoviridae clasificandose
dentro del grupo de Morbilivirus y cuya infeccion da tugar a un cuadro caracterizada por
aparicion de exantema macutopanlar de predominio central, calarro oculonaﬁl y cdnjmﬁiﬁlis Las
complicaciones a nivel def drbol respiratorio, oido medio y ‘sistema nervioso cenral se presentan

en 18, 25 y 4 por cada 1000 casos respectivantente (1,2).

El genoma del virus del sarampidn consta de seis genes diferentes q‘ue codifican pufa las siguientes
proteinas: 1a proteina N (nucleoproteing), que protege el RNA viralda proteina P (fosfopfoleina) y
la pro(eiha L (proteina grande o polihnerzm). dstas dos ltimas estin-asociadas 2 1a proteina N ¢
intervienen probableineme en el complejo de tmnscripcién:la proléindh-t (matriz), que imcrviénc
en el ensaiblaje del viriow, In proteina H (hemaghutining) que media la ndsorcion a fy célita

huésped y la proteina F (fusion ) que interviene en I fusion con la mewtbrana- cehular y tiene

_ actividad hemolitica (3-6).

Actualimente se han idémiﬁc."tdo otras cqmﬁouemes proteicos camo ef polvipe'ptido C-y 1a proteina
V. codificados por ¢l gen Py cuyas funciones no estan ain biew establecidas (7).



A pesar de que las seis proteinas estructurales del virus pueden servir como antigenos e
inmundgenos, son las glicoproteinas H y F quienes sirven como objetivos principales para
despertar en el huesped una reaccion inmune de proteccion. Los anticuerpos antihemaglutinina
neutralizan al virus, se unen a las membranas de las células infectadas ¢ inhiben fa
hemaglutinacion mediada por ¢! virus. I vitro, la deteccion de amticuerpos neutralizantes estd
basada principalinente en la proteina H, aunque in vivo la produccion de anticuerpos contra 1a
proteina F parece jugar un pape! importante en la proteccion (8).

Derivados de la capacidad para e! aislamiento del virus, han surgido diversas técnicas para la
deteccion tanto del antigeno viral como para la delerminacion de la respuesta inmunoldgica que

despierta la infeccion por cepas silvestres o vacunales.

Metodos de diagnastico

Identificacion de! virus.

En cuanto al aislamiento viral se ha encontrado que; las lineas celulares derivadas de rifion de
mono rhesus (MS) y de mono verde africano (Vero) son dtiles para la propagacion del virus (9-11).
Enipleando éstos cultivos celulmes el virus del sarampion puede ser aislado de secreciones
nasofaringeas y coruunm ales, hasm nno 1] dos dias después de haberse iniciado el exantema y de
sangre u orina por uio o dos dias inas, sm embargo, el aistamiento virat, lecmcameme dificil, no
¢s un método utilizado en la rutina, '. :

En la actualidad otro método empleado para la identificacion del virus del sarampion en exudados

nasofaringeos, faringeos y en orina es la mmunoﬂurescencm |nd1recta (IFA). con aullcuerpos

monoclonales, técnica ‘que ha demostrado una sensibilidad similar al aislamiento. en cnltivo,

teriiendo_conio venitaja Ia rapidez en el diagnostico (12,13).
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La determinacion de anticuerpos séricos es la técnica mas wtilizada para el diagndstico de
enfermedad o desarrollo de inmunidad postvacunal, ésta se realiza empleando el antigeno viral
completo o alguna de sus fracciones, ¢l sistema indicador de 1a reaccion antigeno-anticuerpo es
variable y puede seleccionarse para investigar inmunoglobulinas de los tipos G, M, A, EoD.

A esta clase pertenecen las técnicas de fijacion de complemento (FC), radioinnumoandlisis (RIA),
inmunofluorescencia indirecta (IFA) y el ensayo inmunoenzimatico (EIA). La detenninacion de
anticuerpos contra fracciones virales especificas puede realizarse mediante Ia inhibicion de la
funcion de dicho componente, como serian , [a proteina H (inhibicion de la hemaglutinacion) y la
proteina F (reaccion de hemolisis). Otra forma es utilizando anticuerpos monoclonales contra
algunos de los componentes virales y posleribrmenle, un sistema indicador de la reaccion antigeno-

anticuerpo para alguna de las inmunoglobulinas anteriormente mencionadas ( 14-16).

Técnicas serologicas.

Inhibician de hemaglutinacion (1H).

La prueba se basa en la capacidad de la proteina H de aglutinar eritrocitos de mono, czipacidad que
puedﬁ ser bloqueada (inhibida) at reaccioﬁar este sistema ‘cqn nlnti;(xenm especificos likpo 1gG
contra este componeiite, los cuales se encuentran en el suero de pacierites o personas que hnyah'
estado en contacto con el virus (17). ' L

Esta técnica ha sido uli!iza&a.dmpliamenle.‘ tanto para el dihgnésiico de ehfen}neq.f\d como pira la
investigacion del esuuib de inmunidad y respuesta a 1 vacuna, siendo Ia especificidad comparable
en algunos de los c:\sos con la pruebé de neutralizacion viral, siniembx\rgo. en olrds I sensibilidﬁd
se ha reportado como menor a la.obteﬁida ‘por EIA, Para su realizacion requiere de eritrocitos de .~

Mono.y para su interpretacion diaguéstiéa 501 Recesarias nuestras pareédns {18:21):



Neutralizacion.

La prueba de neutralizacion es considerada en algunos estudios como Ja mas sensible, pues
identifica anticuerpos contra la proteina H y en menor cantidad hacia la proteina de fusion. Su
presencia en el suero es evidenciada al ponerse en contacto diluciones del suero problema con una
cantidad conocida de particulas virales, 1a falta de efecto citopdtico en el cultivo celular indicador
es tomado como titulo neutralizante de los anticuerpos presentes en el suero del paciente (22,23).

La aparicion de anticuerpos neutralizantes e inhibidores de la hemaglutinacion esta sincronizada
con Ja sintomatologia y los maximos titulos son alcanzados en las dos semanas posteriores al
exantema asi como a cuatro semanas después de la vacunacion, declinando estos titulos en los seis

meses siguientes y permaneciendo estables posteriormente (24).

Inmunofluorescencia.

A pesar de que los anticuerpos. marcados con isolidcim_m(o de fluoresceina fucronvulilimdqs
durante los afios 60s para la bﬁsqueda de antigenos virales en células descamadas del sistema
urinario y respiratorio, los’ lrnbmos de inmunoflurescencia indirecta para la determinacion de
anticuespos séricos son escasos. Esta fue empleada en algunos hospitales para 1a deterntinacion del
estado de ‘inmunidad contra sarmnplon hasta - antesdel surgimiento  del.” EIA. Crener. y
colaboradores demostmmn en- 1985 una senslbllldad de 87%, con un valor predncuvo posmvo de:
9%y negauvode 75'/. al sar colnparada con neutrallzaclon (8). Puede uuhzmse en forma dlrecm
para observacmn de celulas corpomles mfccndas 0 blen en fomm indirecta, pri incipalmente para
valomcuén de anticuerpos séricos (25).



El advenimiento de métodos de amplificacion como los sistemas biotina-aviding o biotina-
estreptaviding, hacen pensar que pueden mejorasse dichos resuttados. Ha sido variable el orden
como se han wanejado los componentes def sistema, en ocasiones se utilizan anticuerpos marcados
con biotina y posteriormente avidina en el sistema indicador (enzima, fuoresceing, etc.), o bien en
forma de complejos: inmunoglobutina-biotina y posteriormente avidina-biotina-sistema indicador.

Se ha reportado que con el uso de tales sistemas se puede legar a incremear 1a sensiblidad hasiy
cinco veces (26-29)

Ensayo inmunoenzintitico.

Desde principios de la década de los 80s. la técnica ahora denominada EIA surgio como una
variante del radioinmuncanalisis. En ella se han emipleado placas sensibilizadas con antigenos
crudos y anticuerpos contsa diferentes tipos de imnunbglobull‘nas como detectores (30). Su
especificidad en estudios de comparacion con neutralizacion ha sido del 100% y su sensibilidad
hasta del 99% (8,19,31,32), Con ¢l emp!eo de anticuerpos monoclonales, ha sido posiblé utilizar
esta técnica para la determinacion de proteinas virales especificas. En sarampién, Erdeman y cols.
han demostrado que fa mo&hhdad indltecm para I1gG es un mejor indicador- de la mmumdad
despemdn por el virus y puede ser suhmmo do laHH (13).

Por otra parte, Ia técnica de capuua pnm M ha venido & resolver los problemas phmendos

~durante el desanollo de otros pmodu pues tiene la ventaja de eliminar los rcsultados falsos

positivos y negmlvos debidos a la existencia en el suero del faclor reuinntoide y de uuucuerpos
14G bloqueadores , proporcionando una sensibilidad y especificidad adecuadas en el disgnostico
de infeccion aguda por e virus del sarampidn (33).



JUSTIFICACION

El sarampién es una enfermedad de distribucion universal que segin o OMS, produce anuaimente
entre la poblacion infantit, dos millones de defunciones, En México duraite los brotes de 1985,
1989 y 1990 se ha reportado un incremento hasta del 40 % en el grupo de 5 a 14 ailos, que han
sido supuestamente inmunizados (34,35). En brotes ocurridos en poblacion escolas de los Estados
Unidos de Nonemnérica; se ha encontrado que hasta el 60 % de los casos eran personas vacunadas.
Este antecedente dificulta el diagndstico clinico, por lo que es necesario conocer 1a respuesta
inmune contra saranipion presentada por los sujetos para una mejor orientacion diagndstica.

Actualmente Ia técnica de EIA tiende a substituir a Ja de 1H como wiétodo diagndstico, pero su
costo continia siendo elevado. Otros técnicas, como las do fluorescencin tienen un menor costo y

rapidez semejante puediendo mejorarse con el uso de sistemas de amplificacion como ol de
biotina-estreptavidina,

OBJETIVO.

El abjetivo primario de este trabajo fué comparar la sensibitidad, cspeciﬁcldnd, valores predictivos
positivo y negativo de cinco diferentes técnicas para-determinacion de 1gG contra sarampion:

inhibicion de hemaglutinacidn (IH), tnmunofluorescencin indirecta (IFA). inﬁmnoﬂﬁorcsccncia '
indirecta con biotina-estreptavidina (IFA-BS), ensayo inmunoenzimitico (EIA) y uéutralinicidu de

placas (NP). ' ® ‘ o

Como objetivo secundarid se compard la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y

negativo de las mismas técnicas para realizar el diagnégﬁco serolagico de i;nfc;cién natural-o

vacunal.
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MATERIAL Y METODOS.
Material.

Se analizaron 60 sueros procedentes de: 4 casos que presentaron un cuadro exantenritico
clinicamente semejante a sarampion,tomandose una muestra durante el periodo exantematico y
ofra tres a cuatro semanas después; 9 contactos convivientes de los casos clinicos en los cuales las
muestras fueron tomadas en la primera semana posterior al comtacto y tres a cuatro semanis
después; 17 niilos vacunados que habian recibido |a vacuna de sarampion Edmonston-Zagrey,
tomandose In primera muestra antes de 'Ia'uplicacién de la misma y la segunda tres a cuatro
semanas mas tarde. Las muestras pareadas de suero de cada nilo fueron conservadas a -20 °C
hasta el momento de su analisis.

Métodos empleados.

Técnica de IH,

El' método de microtitulacion descrito por Sever fue empleado paia evaluar_los niveles de
anticuerpos en suero, en este: reporte la variante introducida fue trabajar con eritrocitos dé: siono
Rhesus conio lo hizo Rosen. ' '

“El suero de prueba se inacli_vé a 56 °C pof 30 minutos, posteriormente fue adsorbido coni iin
volumen igual (v/v) de una suspensién de eritrocitos de mono rhesus a) 50% /18 lioras a 10 °C. A



continuacion se centrifugo a 1800 r.p.m./1S minutos, con el sobrenadante se realizo Ja prueba. Ef
antigeno empleado fue Ia cepa Edmonston-Zagrev y como eyitrocitos indicadores gldbulos rojos de

mono rhesus al 0.5%. Se considerd como positiva, una muestra con un titulo igual o mayor de 128,
Técnica de IFA,

Obtencion de! antigeno. E! virus del sarampion de la cepa Edmonston-Zagrev fue obtenido de una
preparacion vacunal, wediante 5 pases suscesivos en células Vero, hasta obtener un efecto
citopatico de cuatro cruces a las 48 hrs (Fig. 1),
Preparacion de laminiltas de fluorescencia. Cuando se tuvo efecto citopitico cuatro cruces en fos
cultivos de células infectadas, se procedio a su desprendimiento por medio de Tripsina-Versenato y '
se mezeld una parte de céfulas infoctadas con 2 partes de célutas Vero no infectadas; desprendidas
en forma semejante. Ambas células se habian lavado previamente mediante cexnrifug;ieié:x por ‘dos‘
ocasiones con una sotucion salina de fosfatos (PBS) con pH de 7.2, posteriormente se procedio a
depositar 20 microlitros de la mezcla en cada pozo del portaobjetos para fluorescencia, Se dejo
secar a temperatura ambiente y se fijaron con acetona a 4 °C por. 10 mimitos. guardandose
posteriormente hasta su uso a - 70 °C. o \
Desarrollo de la prusba. Se depositaron eub'losi pozos de las lzuuinilhﬁ con células 10 microlitros de
cada difucion de} suero problema y como controles us suero positivo, un suero negativo y buffer
fosfatos ; las laminillas se incubaron en camara himeda a 37 °C por 60v minutos y s¢ lavaron en
dos ocasiones por § min‘mds en PBS pH 1.2, posieriorﬁaente se agrego el coz\jug;xdé de auti-igG
humana proveniente de cabra (Inmulec g), marcado con fluoresceina ¢ incubé a 37 °C por 30
- minutos, repitiéndose el lavado con PBS' porv' 5 minutos; s¢ - contratifié. con. azul de: Evans,

Finalmente se realizd la valoracién por. observacion con microscopio de epifluorescencia (Carl- -
. 2eiss).



Técnica de Inmunofluorescencia can Biotina-Estreptavidina (IFA B/E).

Se utilizd el mismo antigeno y la preparacion de laminillas de la técnica anterior. Se depositaron
10 microlitros de las diluciones del suero problema y los controles, se incubo a 37 grados °C por
60 minutos y se lavaron las laminillas en dos ocasiones por 5 minutos en PBS pH 72, a
continuacion se agrega anti 1gG humana de conejo marcada con biotina (DAKOPATTS | ) e
incubaron por 30 minutos a 37 °C. Las laminillas fueron lavadas nuevamente con PBS, se
adiciond estreptavidina (1:50) mmcadn con fluoresceina  (DAKOPATTS R ) y se incubaron a
temperatura ambicnte por § mmulos lavandose posterionmente con PBS, A cada laminilla se
aplico fluido de mountaje (Gull Lab) y cubreobjetos pasindose a su observacion ent el microseopio
de luz ultravioleta.

En ambas pruebas se consideraron como positivas las diliciones séricas que presentaron 10 6 mas
célutas por canipo con material fluorescente en su membrana celular y/o citoplasma. Se considerd
como valor de corte un titulo mayor o igual a 1: 16.(Fig. 2)

Técnica de EIA (Whittaker).

Se procedid a hacer diluciones de las muestras de los sueros problema’y de fos controles (1:21 de
acuerda al fabricante), se deposilaron en los pozos de las placas recubiertos con anligeno y se’

incubaroh por 15 minutos a temperatura ambiente, se lavaron las placas con PBS por 5 minutos, se



agrego el conjugado (anti-1gG humana de congjo marcada con fosfatasa alcaling) y se incubo por
I5 ninutos a temperatura ambiente, se lave nuevamente con PBS y se aplico el substrato
(fenolfaleina monofosfato) por IS minutos, pardndose la reaccion con fosfato de sodio. Se evaluo

el desarrollo de color (densidad dptica) mediante un espectrofotémetro.

Neutralizacion de 1a formacién de placas.

Se utitizaron placas de 24 pozos de fondo plano, células Vero y virus de la cepa Edmonston-
Zagrev. Los sueros fueron inactivados a 56 °C por 30 minutos, realizindose a continuacion
diluciones sucesivas en PBS a miltiplos de 2. Se mezclaron 100 microlitros de cada dilucion sérica
con 100 microlitros de una dilucion viral que contenia 50 unidades formadoras d¢ placa (UFP). La
mezcla se incubo a 37 °C por una hora, colocdndose posteriormente 200 microlitros de la mezcla
en dos pozos recubiertos con células Vero ‘e incubd a 37 °C por una liora, con agitacion cada- 10
minutos.  Posteriormente 1a monocapa se cubrié con medio de mantenimiento (MEM 2X
adicionado de suero fetal bovino al 4 %) y metil celulosa al 1.5 %, (w/v), un mitilitro por pozo Se
maniuyo la incubacion de las placas por 7 dias a 37 °C en atomdsfera de CO, al 4 %,
realizindose diariamente observaciones al microscopio de-luz. Se considerd positiva la ditina
dilucion sérica en la cual existiera mas del 50 % de inhibicion en la formacion de las placas
virales del titulo original de la cepa. Se considerd como valor de corte una dilucion mayor o iguat |
a 1:8 . Se incluyeron en cada corrimiento controles positivos y negalivos del suero y de la titulacion
viral (Flg 3).



Anatisis estadistico,

Para el objetivo primario se tom@ como "n” a os 60 sueros provenientes de fas muestras pareadas
de los 30 niflos muestreados. Para el objetivo secundario s¢ tomé como “n™ a los 30 casos dado que
para ¢l diagndstico son necesarias muestras séricas pareadas.

Para la deterniinacién de 1gG espeifica de saramplon se calculd la sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo { VPP) y valor predictivo negativo (VPN) de cada una de las técnicas, mediante
et uso de tablas tetracdricas, torindose como estindar de oro a la téenica de newtratizacion de
placas debido a su especificidad y a Ia capacidad de detectar Anticuerpos contra varias porciones
del virus que produscan su inactivacion.

La refacion emre tos resultados positivos y negativos de fas téenicas mueriorcs'fué establecida por
ta Prueba exacta de Fisher, ' .

La correlacion de los titulos maxismios (inversa del titulo) entre Ias técnicas de IH, IFA.¢ IFAB/S
con [a téncia de NP se realizé mediante Ia determinacion de r.

Se determind asimisnio la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de cadd una de éllas, para la
re#lizacién de! diagnastico seroldgico de infeccion por ia cepa silvestre (casos clinicos vy coutaé(us)
o vacunal, tomdndose nuevamente a ta técnica de neutralizacion de placas como el estandar de org.
Se determind la asociacion existente entre IH, IFA, IFAB/S y EIA con NP, mediante la
determinacion de Prueba exacta de Fisher, o

RESULTADOS

Determinacion de 1gG.



Para la determinacion de anticuerpos de tipo 1gG contra el virus de sarampion, se compararon
todas las muestras séricas (n=60) en forma independiente por cada una de las técnicas propuestas,
tomandose como estandar de oro a la técnica de NP (Cuadro No. 1).

Para la cuantificacion de 1gG mediante 1H se tomo como valor de corte una inhibicion presente a
una dilucion sérica ignal o mayor de 1: 8, encontrandose 44/49 casos positivos, 7/11 negativos, 4
falsos positivos y S falsos negativos, dando una sensibilidad del 90 %, especificidad del 64 %, un
VPP de 92 % y VPN de 58 %.

Por IFA se tomo como valor de corte una dilucidn sérica que mostrara fluorescencin mayor o igual
a 1: 16 . Se obtuvieron 44/49 casos positivos, 8/11 negativos. 3 lalsos positivos y S falsos
negativos, resultando una sensibilidad de 90 %, especificidad de 73 %, VPP 94 % y VPN de 62 %.

Latéenica de IFA B/E- con el misio valor de corte anterior mostro.una sensibilidad de 86 % con
42/49 casos positivos, especificidad del 91 % con [10/11 casos negativos, VPP 98 % con | falso
positivo y VPN de 53 % con 7 falsos negativos,

Cuando los sueros fueron analizados por la técnica de E1A se utilizé el valor de conte dado por 1
DO mostrada por el su}erobonlml, obleniél;;dose 37/49 casos posilivds con uha sensibilidad deb
75%, una especificidad de 100 % con 11/11 casos negativos, VPP de 100 % con 0 casos falsos
positivos y VPN de 48 % con |2 falsos negativos.

Rl
’ )
'.
Con el objeto de determinar si la modificacion del valor de corte podia incrementar la sensibitidad
sin disminuir la'especificidad, se realizaron curvas ROC para cada una de las técpicas (Fig, 4).
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Con IH, se disminuyé el valor de corte a una dilucidn de 1:4 y posteriormente se incrementoa 1:16
Para IFA e IFA/BE se disminuyé inicialmenle a 1.8 y se increniento a 1:32,

Para H con valor de corte de 1:4 se obtuvo una sensibilidad de 94 %, especificidad de 37%, VPP
87 %, VPN de 57 %. Con el valor de corte de 1:16 se obtuvieron 80 %, 73 %, 93 % y 45 %
respectivamente (Tablas No. 2y 3).

Al disminuir el valor de corte a 1:8 con [FA se obtuvo una sensiblidad de Y0 %, especificidad de
73 %, VPP de 94 % y VPN 62 % . Al aumentar el vitlor'de corte a-1:32 los valores fueron los
siguientes: 73 %, 82%, 95 % y 41 %. '

La técnica de IFA B/E con valor de corte 1:8 proporciond una sensibilidad de %0 %, especificidad
de 91 %, VPP 98 % y VPN 67 %. Al incrementarse ¢l misio, Ia sensibilidad disminuyé a 78 %, la
especificidad y el VPP se incrementaron a 100 % y ¢l VPN disminuyd a 50 %.

Con la técnica de EIA la disminucion del valor de corte fue realizado en base al calculo de la
disminucion en densidad optica que presenta una diluciéﬁ al doble de! suero contral'y que segiin
Ia validacion de! equipo es de 1.47 aproximadamente (Densidad 6pu‘én del-control/l 47). Para wna
disminucion del valor de corte cori dilucién del control calculadn de-1:32 se elicontrd sensiblidad
de 86 %, especificidad de 100 % VPP lOO %y VPN-61 %. Para incremento del valor dé corte con
dilucion calculadade 1:16 (Densldad épuca del control x 1.47) se reporté wia scuslblldad de 65 %,
especxﬁcxdadde 100 %, VPP 100 %y VPN 61 %,

Analizando en forma individual cada uno de los sucros y comparando entre si cada una de las
técnicas mencionadas, se encontraron diferentes grados de concordancia, medidos por la formula
" de exactitud (atc/atbtctd). Los mayores grados de exactitud se encontraron entre NP e IFA B/E ‘



{con valor de corte 1:8) con un 90 %, NPy EIA (con valor de corte 1:32) con 88 %, EIA-IFA/BE
(valor de corte 1:16), NP IFA (valor de corte 1:16), NP IFABS (valor de corte de 1:16) y NP IFA
{valor de corte 1:8), todas con un 87 % de exactitud (Tabla No. 4).

La mejor asociacion encontrada iediante 1a prueba de Chi cuadrada fué entre NP ¢ IFAB/S (con
valor de corte de 1:8) con p = 0,0000002, posteriormente NP e IFAB/S (valor de corete 1:16) con
p = 0.000002 y para NP e IFA con p = 0.00006.

La correlacian existente entre tos titulos maximos de cada suero dados por las téenicas de tH, IFA
e IFAB/E y el estandar de oro fué obtenido por el indice de corretacion r | sichdo ta mejor.la

existente entre NP e IRAB/S (r = 0.5422), postenormenle NPelH (= < Q. 4748) yNPelFA (r=
0.4629).

Capacidad de diagnéstico. .

Para determinar la capacidad de diagndstico seroldgico de infeéccion por virus del smanlnpiéll de
cada una de las técnim,-_se'malimon en forma pareada los sueros de.cada uito de los 30 sujetos
muestreadas y se compamon con el,diaanéniob dada por ta prueba de NP (Tabla No 5).

Los criterios para considerar dfaghéstico de infeccion por s:\nnipiéu en sujeios coﬁ Euadxo clinico
y contactos asi como el de respuesta a la vacuna, fue ef de seroconversion ° mcrememo en'd veces
el tiwlo inicial de amlcuerpoa espectﬁcos exceptuando en ELA donde una razon mayor de 1,47
entre la densndm optica de 1 segunda sobre la primera muestra fue tomada como rcspues!a.

~ Con la prucba de NP, ¢l diagnostico seroldgico fue realimdo en los cuatro sujetos con cuadro
clinico, de los sujetos vacunados, 6/17 mostraron seroconverslon 8/17 incremenito en sus tlmlos e

forma significativa y 3/17 uo mostraron respuesta. De los sujetos en contacto con casos clinicos,



3/9 tres seroconvinieron, 4/9 incrementaron sus titulos y 2 no mostraron modificaciones en sus

titulos.

Mediante la técnica de HI et diagndstico serotdgico fue confirmado por elevacion de los titulos en
cuatro veces el inicial en 24/25, con una sensibilidad de 96 %, ta especificidad fue de 20 % con 1/5
sujetos encontrado como negativo. Se encontraron 4 falsos positivos con un VPP 86 % y un falso
negativo con VPN de 50%.

Por IFA 22/25 de los sujetos mostraron incremento en sus titulos mayor a cuatro veces el titulo
wnicial; 3/5 se encontraron como negativos para el diagnostico se«'olégico. dindo una sensibilidad
de 88 % y especificidad de 60 %. 2 sujetos fueron encontrados como falsos positivos y 3 como
falsos negativos dando un VPP de 92 %y VPN de 50 %.

La técnica de IFA B/E mostro que 21/25 de los sujetos moslraroﬁ scroconﬁeraiénx o incremento
significativo en sus titulos, con una sensibilidad de 84 %, 3/5 fueron encomtrados sin Tespuesta con
especificidad de 60 %. El VPP fue de 91 % y el VPN de 43 % con 2 falsos positivos y 4 falsos
negativos reportados por dicha técnica. Dado que IFA B/E con valor de corte de 1:8 fue encontrada
como la técnica de mayor exactitud '(')O %) en el andlisis anterior, se procedio a deterinar sus
caracteristicas para diagnmico seroldyico, encontrindose sensiblidad de 85%, especificidad de 60
% VPP9 %y VPNded3%, | '

Por EIA 23125 sujetos fueron éncommgios positivos, ‘con sensibilidad para el diagnostico seroldgico
de 92 %, la especificidad asi como el VPP fueront de 100 % y el VPN de-71-% con 2 sujetos
. “teportados como falsos negativos.



Al establecerse In correlacion mediante la prueba de Chi cuadrada, entre los diagnasticos
oblenidos por NPy cada una de las otras pruebas, la asociacion mds fuerte fué encontrada entre NP
y E1A (p = 0.0004), seguida por NP e IFA (p = 0.00), NP ¢ IFAB/S (p = 0.12) y NP ¢ IH (p =
0.74).

DISCUSION

Desde ef advenimiento de los cultivos celulares en los aflos 50s, el diagndstico de las enferimedades
virales ha sido posible en forma mas certera, ya que de ellos se ha derivado el estudio de las
particulas virales, su estructura, composicion quimica, caracteristicas fisicas y propiedades de cada
uno de sus cotponentes.

De estos conocimientos han surgido técnicas de laboratorio capaces de detectar particulas virales
en sujetos enfermos o bien capaces de identificar una respuesta inmune gspecifica presentada por
los mismos. : ‘
Una de las primeras técnicas utilizadas para.la identificacion de la respuesta injune contra
sarampion, fue fa de 1H, 1a cual se tuvo durante casi dos decadas, como el estandar de-oro. Sin
embargo su sensibilidad ha variado conforiﬁe han surgido nu‘cvas formas de evaliacion . En
nuestro estudio, probablemente la alta sensibilidad (90 %) presentada por esta técnica fue,debidﬁ
al sesgo inicial de seleccion de los sueros, ya que el diagnostico fue confirmado por dicha técnica.
Algunos autores como Boteler y col:ibomdmes» (30) la'han encontrado como poco sensi,blye. ya que '
ésta identific exclusivamente an_iicuerpos heniag]utindnles, iientras inmunofluorescencia, EIA y
neutralizacion incluyen probab!éniéhlé anticuerpos contra diversos antigenos del sarampion como
los fijadores de complemento, ademds la existencia enel suero de algulinin:k inespecificas que no
fueran depuradas cohiplemmemc dur:mie el procesamiento dellsuero y que 'pudieron dar lugar a

ut decremento -en la eépbciﬁcidad (64 %). Al disminuirse el valor de corte; Insensibilidad se



increments ligeramente pero la especificidad baja en forma notable (hasta el 37 %), por el
contrario al incrementar el mismo, la sensibilidad disminuye 10 %a pero Ia especificidad se eleva en
%, lo que indica que el valor de corte de mayor o igual a 1:8 es en el cual se equilibran las dos
mediciones, adquiriendo con este valor una exactitud del 85 %
La téenica de [FA mostré una sensiblidad similar a [H, con una leve mejoria en la especificidad sin
embargo dsta continda siendo poco satisfactoria lo cual puede deberse a la umion inespecifica de
innmnoglobulinas, tanto las presentes en el suero de los pacientes como de suero de cabra, de la
cual se deriva el conjugado. Dicha especificidad mejoro con el incremento en el valor de corte,
pero- la sensibilidad disntinuyd notablemente. Al reducir el valor de corte uo existieron
niodificaciones a la sensiblidad y especificidad, por lo que el valor adecuado puede variar entre
mayor o igual a 1:8 0 a 1:16, conservandose una exactitud de 87 % en nuestro trabajo.
Con I introduccion de un sistema de amplificacion (biotina-estreptaviding) era esperado  un
incremento en la  sensibilidad con la técnica de IFA B/E, sin embargo, dicho pardmetro fue
ligeramente inferior a la presentada por IFA (86 %), mejorando al reducir el valor de corte (90 %),
La especificidad lograda con esta técnica fue mejor que con las dos antertores quiza debida al uso
de dos proteinas con alta afinidad, como son Ja biotina y Ja estreptaviding, manteniéndose en 91 %
aim con la disminucion en el valor de corte. La exacitud lograda con la modificacion de esie
pardmetro a igual o mayor 1:8 fue la mas alia, alcanzando un 90 %, por lo' que el uso de dicho
nivel de corte es considerado como ¢l mas apropmdo
Indudablemente, Ia prueba mas especif Tea resultd ser la téenica de EIA, manteniéndose sin variar

enel 100.% a pesar de las modificaciones enel valor de corte, §in embargo en nucs(ro estudio

mostrd ser poco sensible. e oposicion a lo reportado por Weigle (32) y colahoyndotes. quignes Ja-.

encontraron mas sensible qué 1H en muestras con bajos titulos, esto  quizd es dcbido a-que titulos
modemd.\meme altos estin presentes en los sueros de ‘control posmvo que elevain los valores de
corte, ya que al dnsmmun el mismo a una-densidad dptica corrcspondneme a una dilucidn

aproximada del doble, se incremento la sensiblidad al 86 %, mantieniéndose sy modificaciones la
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especificidad. De continuar con el decremento del valor de corte puede mantenerse el incremento
en ln sensiblidad sin variacion importante de la especificidad, por lo que quizd sea conveniente
mejorar el cilculo de dichos valores mediante la dilucion udecuada de los sueros controles.
En cuanto al diagnastico serologico realizado en base al incremento en los titulos de anticuerpos
especificos, la técnica de TH mostrd un VPP de 86 % que fué el menor de las cuatro técnicas
comparadas, ain a pesar de que su sensiblidad fue fa mejor con 96 %.
Para el diagndstico serologico, las téenicas de IFA ¢ IFA B/E mostraron valores muy semejantes en
cuanto a sensiblidad, especificidad, VPP y VPN, los cuales fueron intermedios entre los obtenidos
por tHy EIA.
El método,de EIA mostré una sensiblidad para el diagnéstico seroldgico del 92 %, y una
especificidad del 100 %, siendo sus VPPy VPN mayores que los encontrados en 1as otras técmicas
empleadas, lo cual esta de acuerdo con lo reportado por Boteler y colaboradores ol compararla con
IH (30). A pesar de la baja sensibilidad presentada en ta deteccion de 1gG especifica para
sarampion, tuvo sin embargo ta mayor sensibilidad para la confirmacion del diagnostico, esta
apatente incongruencia es probablemente debida a que la investigacion inicial se realizo en las
muestras séricas de fase aguda donde la cantidad de anticuerpos es baja, mientras que en las
muestras de fase de convalecencia fa mayoria fueron positivas, realizandose asi ¢l diagnostico de
seroconversion, Esta prueba tiene ademds la ventaja de su alta especificidad- (100 %), allo VPP
' (100 %) y el mejor VPN (71 %) comparada con el resto dc las técnicas. En otros trabajos comoel
de Erdman y colabor;tdofes (15), dondes se compara ElA y neutralizacion, la nigjor correlacion
entre estos parametros fue encontrada al cziicular un valor de corte para EIA a partir de la suma de
la media de la densidad dptica de los sueros negativos mas tres desviaciones estandar, siendo su
sensiblidad de 87 % y especificidad de 97%, k
E! tiempo de empleado y ¢l costo son determinantes en la seleccion de una pme&i,diw\éﬂica,v
siendo evidente que EJA es'la prueba con mayor especificidad y cuya sensibilidad ‘puedé méjorme
can la seleccion adecunda de sus controles, ademas de que puede utilizarse para el ;\nAIilil de

2



grandes volumenes de muestras, sin embargo su costo continua siendo elevado. Nuesto estudio
demuestra que |a técnica de IFA B/E tiene una capacidad de identificacion de 1yG especifica y de
diagndstico nuy similar a E1A'y a NP, su costo es menor que el de EIA y puede utiliziwse en el

diagnastico de pequefios brotes o de casos aislados.
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IGURA No 1. EFECTO CITOPATICO DEL VIRUS DE SARAMPION EN CULTIVG DE
CELULAS VERO.
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FIGURA 2. TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA CON BIOTINA ESTREPTAVIDINA.
CELULAS VERO INFECTADAS CON VIRUS DE SARAMPION.




FIGURA 3. TECNICA DE NE
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Fig. 4. Curvas ROC de cuatro técnicas de
diagostico para sarampién.
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Sensibilidad y 1~ Especificidad




Positivos

Técnica/Diagnostico Negativos Falsos positivos | Falsos negatives
HI _ 23(39)* 7K1 3 5

Medicion Sensibilidad 90 % | Espexificidad 64% | VPP92 % VPN 58 %

IFA . 33/(39) 8/(11) 3 5

Medicion Sensibilidad 90 % | Especificidad 73% | VPP 94 % VPN 62 %0
IFAB/E 12/(49) 10/(11) 1 7

"1 Medicion Sensibilidad 86 % .| Especificidad 91% ; VPP98 % VPN 59 %

EIA 37/(39) 1/ - 0 12

Medicion Sensibilidad 75 % | Especificidad 100 % { VPP 100 % VPN 48 %

Tabla 1. Determinacion de 1gG especifica para sarampién, mediante cinco técnicas de diagncstico en 60

SUeros.

*() determinados mediante 1a técnica de NP.




Tecnica /Diagnéstico | Positivos Negativos Falsos positivos | Falsos negativos
H- - 46/(49)* /(1D 7 3
“ Medicion Sensibilidad 94 % | Especificidad 37 % | VPP 87 % VPN 57 %

IFA 44/(49) 8/(1nH - 3 5

Medicion Sensibilidad 90 % | Especificidad 73 % | VPP 94 % VPN 62 %

IFA BE 43/(49) 10/(11) 1 5

Medicion Sensibilidad 90 % | Especificidad 91 % VPP 98 % VPN 67 %

ElA . 42/(39) 111D 0 7

Medicion Sensibilidad 86 % .| Especificidad 100 % | VPP 100 % VPN 61 %

Tabla 2. Determinacion de IgG especifica para sarampion, mediante cinco técnicas de diagostico en 60
sueros. Disminucion del valor de corte en una dilucion en las técnicas de [H, I[FA, IFA/BEy EIA

*(-) determinados mediante 1a técnica de NP.




Técnica/Diagndstico

Positivos Negativos Falsos positives | Falsos nagativos
M 39/(49)* 18D 3 110
Medicién Sensibilidad 80 % | Especificidad 73% | VPP 93 % VPN 35 %
IFA 36/(49) 9/(11) 2 13
Medicion Sensibilidad 73 % | Especificidad 82%__ | VPP 95 % VPN 31 %
IFAB/E 38/39) 11411) . 0 11
Medicion Sensibilidad 78 % { Especificidad 100 % | VPP100 % VPN 50 %
- | EIA 32/(39) 11 /1D 0 17
‘| Medicion Sensibilidad 65 % | Especificidad 100 % | VPP 100 % VPN 61 %

Tabla 3. Determinacion de IgG espécifica para Sarampion, mediante cinco técnicas diagnosticas en 60
sueros. Valor de corte incrementado en una dilucién para las técnicas de IH, IFA, [FA B/E y EIA

*( . ) determinadas como positivas por NP.




Pruebas . Porcentaje de exactitud
TH-EIA . 75 %
H-FA , 88 %
H-IFA B/S {78%
"EIA-TFA 7%
EIA-IFA B/S 87% _
IFA-IFA B/S 80 %
_ _ HNP ' 85%
T e B . IFA-NP 187%
: S B : : IFAB/SNP 87 %
“ - {EIANP 80 %
NP-TH® 82 %
NP-IFA B/S* 90%
NP-IFA* 87 %
NP-EIA* ; 28 %

Tabla 4 Porcentaje & exactitud encontrada al comparar la determinacion de 1gG para sarampién en 60
sueros, comparando dos tecmms alavez

‘lH.,IFA, IFAB/S yElA con disminucién del valor da corte.



Tecnica Sensibilidad Especificidad VPP VPN
H 96 % 20% 86 % 50 %
IFA 38 % 60% 92 % 50%
IFA B/E 84 % 60 % 91 % 43 %
EIA 92 % 100% 100 % 1%

tomando como estandar de oro a 1a prueba de NP.

“Tabla 5. Caracieristicas de cuatro pruebas para determinacion de! diagéstico serolégico de sarampion,
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