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COMPARACION DE CINCO METODOS PARA LA DETERMINACION DE lge 

ESPECIFICA PARA EL VIRUS DEL SARAMPION 

De las enfermedades exantemáticas quizá el sarampión es una de las más fácilmente reconocibles 

clínicamente, sin embargo la presentación de cuadros atenuados por la administración profiláctica 

de inmunoglobulina, la cada vez menos frecuente presentación del cuadro clinico clásico, la 

aparición de cuadros de papencefalitis esclerosare subalida (PESA), asi como la valoración de 

nuevas vacunas, esquemas y vias de administración, hacen necesario el continuar con el apoyo del 

laboratorio para la determinación de la respuesta inmune especifica. 

El agente etiológico de esta enfermedad pertenece a la familia Paramixoviridae clasificandose 

dentro del grupo de Morbilivirus y cuya infección da lugar a un cuadro caritcterizado por la 

aparición de exantema maculopaular de predominio central, catarro oculonasal y conjuntivitis Lis 

complicaciones a nivel del árbol respiratorio, oído medio y sistema nervioso central se presentan 

en 38, 25 y 4 por cada 1000 casos respectivaniente (1,2). 

El genoma del virus del sarampión consta de seis genes diferentes que codifican para las siguientes 

proteinas: la proteína N (nucleoproteina), que protege el RNA vir•aLla proteina l' (fosfoproteina) y 

la proteína L (proteína grande o polimeritsa), estas dos liltinuts están asociadas a la proteína N e 

intervienen probablemente en el complejo de transcripción Ja proteina M (matriz), que interviene 

en el ensamblaje del virióni la proteína H thentaglutininal que inedia la adsorción a la célula 

huésped y la proteina P (fusión ) que interviene en la fusión con la membrana celular y tiene 

actividad hemolitica (3-6). 

Actualmente se han identificado otros componentes proteicos como el poliOptido Gy lit proteina 

V. codificados por el gen P y cuyas funciones no están aun bien establecidas (1). 



A pesar de que las seis proteínas estructurales del virus pueden servir como antigenos e 

inmunógenos, son las glicoproteinas II y F quienes sirven como objetivos principales para 

despenar en el huesped una reacción inmune de protección. Los anticuerpos antiliemaglutinina 

neutralizan al virus, se unen a las membranas de las células infectadas e inhiben la 

hemaglutinación mediada por el virus. In vitro, la detección de anticuerpos neutralizantes está 

basada principalmente en la proteina II, aunque in vivo la producción de anticuerpos contra la 

proteína F parece jugar un papel importante en la protección 

Derivados de la capacidad para el aislamiento del virus, han surgido diversas técnicas para la 

detección tanto del antigeno vira! como para la determinación de la respuesta inintinológica que 

despierta la infección por cepas silvestres o vaCtinales. 

Métodos de diagnóstico 

Identificación del virus. 

En cuanto al aislamiento vira! se ha encontrado que, las lineas celulares derivadas de riñón de 

mono rhesus (MS) y de mono verde africano (Vero) son útiles para la propagación del virus (9.1 I ): 

Empleando éstos cultivos celulares el virus del sarampión puede ser aislado de secreciones 

nasofaringeas y conjuntivales, hasta uno o dos días después de haberse iniciado el exantema y de 

sangre u orina por uno o dos dias más, sin embargo, el aislamiento viral, técnicamente dificil, no 

es un método utilizado en la rutina. 

En la actualidad otro método empleado para la identificación del virus del sarampión en exudados 

nasofaringeos, faringeos y en orina es la ininunoflurescencia indirecta (IFA) con anticuerpos 

monoclortales, técnica que ha demostrado una sensibilidad similar al aislamiento en cultivo, 

teniendo como ventaja la rapidez en el diagnóstico (12,13), 



Técnicas serológicas. 

Inhibición de hentaglutinación (I11). 

La prueba se basa en la capacidad dula protehta H de aglutinar eritrocitos de mono, capacidad que 

puede ser bloqueada (inhibida) al reaccionar este sistema con anticnerpos específicos tipo IgG 

contra este componente, los cuales se encuentran en el suero de pacientes o personas que hayan 

estado en contacto con el vinis (17). 

Esta técnica ha sido utilizada ampliamente, tanto pan el diagnóstico de enfermedad como para la 

investigación del estado de inmunidad y respuesta a la vacuna, siendo la especificidad comparable 

en algunos de los casos con la prueba de neutralización vira!, sin embargo, en otros la sensibilidad 

se ha reportado como menor a la obtenida por EIA, Para su realización requiere de eritrocitos de 

mono y para su interpretación diagnóstica son necesarias muestras pareadas (18.21) 

La determinación de anticuerpos séricos es la técnica más utilizada para el diagnóstico de 

enfermedad o desarrollo de inmunidad postvacunal, ésta se realiza empleando el antígeno vira) 

completo o alguna de sus fracciones, el sistema indicador de la reacción antígeno-anticuerpo es 

variable y puede seleccionarse para investigar ininunoglobtilinas de los tipos G, M, A, E o D. 

A esta clase pertenecen las técnicas de fijación de complemento (FC), radiOinnitmoanalisis (RI A), 

ininunofluorescencia indirecta (IPA) y el ensayo inmunoenzimatico (HA). La determinación de 

anticuerpos contra fracciones virales especificas puede realizarse mediante la inhibición de la 

función de dicho componente, como serian , la proteína FI (inhibición de la heniaglutinación) y M 

promina F (reacción de hemólisis). Otra forma es utilizando anticuerpos nionoclomiles contra 

algunos de los componentes virales y posteriormente, un sistema indicador de la reacción antigenO-

anticuerpo para alguna de las ininunoglobulinas anteriormente mencionadas (I4•16). 



Inmunofluorescencia. 

A pesar de que los anticuerpos marcados con isotiocianato de fluoresceina fueron utiliz.ados 

durante los arios 60s para la búsqueda de antígenos virales en células descantadas del sistema 

urinario y respiratorio, los trabajos de ininunoflurescencia indirecta para la determinación de 

anticuerpos séricos son escasos. Esta fue empleada en algunos hospitales para la determinación del 

estado de inmunidad contra sarampión hasta antes del surgimiento del EIA. Crener y 

colaboradores demostraron en 1985 una sensibilidad de 87%, con un valor predictivo positivo de 

93% y negativo de 75% al ser comparada con neutralización (8). Puede utiliTarse en forma directa, 

para observxión de células corporales infecmdas o bien, en forma indirecta, principalmente para 

valoración de anticuerpos séricos (25). 

Neutralización. 

La prueba de neutralización es considerada en algunos estudios como la más sensible, pues 

identifica anticuerpos contra la proteína H y en menor cantidad hacia la proteína de fusión. Su 

presencia en el suero es evidenciada al ponerse en contacto diluciones del suero problema con una 

cantidad conocida de partículas vitales, la falta de efecto citopatico en el cultivo Celular indicador 

es tornado como titulo neutralizante de los anticuerpos presentes en el suero del paciente 122,23). 

La aparición de anticuerpos neutralizantes e inhibidores de la heinaglutinación esta sincronizada 

con la sintontatologia y los máximos títulos son alcanzados en las dos semanas posteriores al 

exantema asi canto a cuatro semanas después de la vacunación, declinando estos títulos en los seis 

Meses signientes y permaneciendo estables posteriormente (24). 



El advenimiento de métodos de amplificación como los sistemas biotina-avidina o biotina-

estrepravidina, hacen pensar que pueden mejorarse dichos resultados. Ha sido variable el orden 

como se han manejado los componentes del sistema, en ocasiones se utilizan anticuemos marcados 

con biotina y posteriormente avidina en el sistema indicador (enzima, fluoresceina, etc.), o bien en 

fonna de complejos: ininunoglobulina-biotina y posteriormente avidina-biotina.listema indicador. 

Se ha reportado que con el uso de tales sistemas se puede llegar a incrementar la sensiblidad hasta 

cinco veces (26-29). 

Ensayo ininunoenzimatico. 

Desde principios de la década de los 80s. la  técnica ahora denominada ElA surgió como una 

variante del radioinnsunoanálisis. En ella se han empleado placas sensibilizadas con antigenos 

crudos y anticuerpos contra diferentes tipos de inmunoglobulinas como detectores (3(l) Su 

especificidad en estudios de comparación con neutralización ha sido del 100% y su sensibilidad 

hasta del 99% (8,19,31,32), Con el empleo de anticuerpos monoclonales, ha sido posible utilizar 

esta técnica para la determinación de proteínas vitales especificas. En sarampión, Erdeman y cols. 

han demostrado que la modalidad indirecta para 1gG es un mejor indicador de la inmunidad 

despenada por el virus y puede ser substituto de la 1,1 (15). 

Por otra parte, la técnica de captura para IgM ha venido a resolver los problemas planteados 

durante el desarrollo de otros Métodos, pues tiene la ventaja de eliminar los resultados falsos 

misiva« y negativos debidos a la existencia en el suero del factor reumatoide y de anticuerpos 

14 bloqueadores ,'proporcionando una sensibilidad y especificidad adecuadas en el diagnóstico 

de infección aguda por el virus del sarampión (33). 



JUSTIFICACION 

El sarampión es una enfermedad de distribución universal que según la OMS, produce anualmente 

entre la población infantil, dos millones de defunciones, En México durante los brotes de 1985, 

1989 y 1990 se ha reportado un incremento hasta del 40 % en el grupo de 5 a 14 tilos,  que han 

sido supuestamente inmunizados (34,35). En brotes ocurridos en población escolar de los Estados 

Unidos de Norteamérica, se ha encontrado que hasta el 60 % de los casos eran personas vacunadas. 

Este antecedente dificulta el diagnóstico clínico, por lo que es necesario conocer la respuesta 

inmune contra sarampión presentada por los sujetos para una mejor orientación diagnóstica. 

Actualmente la técnica de EIA tiende a substituir a la de IH como método diagnóstica pero su 

costo continúa siendo elevada. Otras técnicas, como las do fluorescencia tienen un menor costo y 

rapidez semejante puediendo mejorarse con el uso de sistemas de amplificación como el de 

bion na-estreptavidi na. 

OBJETIVO. 

El objetivo primario de este trabajo fue comparar la sensibilidad, especificidad, valores predictivos 

positivo y negativo de cinco diferentes técnicas para determinación de IgG contra sarampión: 

inhibición de hemaglutinación (1/1), inmunolluorescencia indirecta (IFA), inthunofluotescencia 

indirecta con biotina-estreptavidina (1FA-BS), ensayo inmunoenzinnitico (ElA) y neutralización de 

placas (NP). 

Como objetivo secundario se comparo la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y 

negativo de las mismas técnicas para realizar el diagnóstico serológico de infección natural o 

vacunal. 

10 



MATERIAL Y METODOS. 

Material. 

Se analizaron 60 sueros procedentes de: 4 casos que presentaron un cuadro exantemitico 

clinicamente semejante a sarampión,tomandose una muestra durante el periodo exantemático y 

otra tres a cuatro semanas después; 9 contactos convivientes de los casos clínicos en los cuales las 

¡nuestras fueron tontadas en la primera semana posterior al contacto y tres a cuatro semanas 

después; 17 niños vacunados que habían recibido la vacuna de sarampión Ednionston-ZItgrev, 

tomando e la primera muestra antes de la aplicación de la misma y la segunda tres a cuatro 

semanas más tarde. Las muestras pareadas de suero de cada niño fueron conservadas a •20 °C 

hasta el momento de su análisis. 

Métodos empleados. 

Técnica de Uf. 

El método de microtitulación descrito por Sever fue empleado para evaluar los niveles de 

anticuerpos en suero, en este reporte la variante introducida fue trabajar con eritrocitos de mono 

Rhesus como lo hizo Rasen. 

El suero de prueba se inactivo a 56 °C por 30 minutos, posteriormente fue adsorbido con un 

volumen igual (v/v) de una suspensión de eritrocitos de mono rhesus al 50% /18 horas a I 0 °C. A 



continuación se centrifugó a 1800 r.p.m./15 minutos, con el sobrenadarte se realizó la prueba. El 

antígeno empleado fue la cepa Edmonston•Zagrev y como eritrocitos indicadores glóbulos rojos de 

mono rhesus al 0,5%, Se consideró como positiva, una muestra con un titulo igual o mayor de 1:8. 

Técnica de IFA, 

Obtención del antígeno, El virus del sarampión de la cepa Edmonston-Zagrev fue obtenido de una 

preparación vacuna', mediante 5 pases suscesivos en células Vero, hasta obtener un efecto 

citopático de cuatro cruces a las 48 lira (Fig. I). 

Preparación de laminillas de fluorescencia. Cuando se tuvo efecto citopatico cuatro cruces en los 

cultivos de células infectadas, se procedió a su desprendimiento por medio de Tripsina-Versenato y 

se mezcló una parte de células infectadas con 2 partes de células Vero no infectadas, desprendidas 

en forma semejante. Ambas células se habian lavado previamente mediante centrifugación por dos 

ocasiones con una solución salina de fosfatos (PBS) con pH de 7,2, posteriormente se procedió a 

depositar 20 microlitros de la mezcla en cada pozo del ponaobjetos para fluorescencia. Se dejó 

secar a temperatura ambiente y se fijaron con acetona a 4 'V por 10 minutos, guardándose 

posteriormente hasta su uso a - 70 °C. 

Desarrollo de la prueba Se depositaron en los pozos de las laminilla& con células 10 microlitros de 

cada dilución del suero problema y como controles un suero positivo, un suero negativo y buffer 

fosfatos ; las laminilla& se incubaron en cantara húmeda a 37 °C por 60 minutos y se lavaron en 

dos ocasiones por 5 minutos en PBS pH 7,2, posteriomtente se agregó el cortjugado de anti-IgO 

humana proveniente de cabra (Ininutec R), marcado con fluoresceina e incubó a 37 0C por 30 

minutos, repitiéndose el lavado con PUS por 5 minutos, se contratifió con azul de Evans. 

Finalmente se realizó la valoración por observación con microscopio de epilltiorescencia (Carl-

Zeiss). 



Técnica de Innninolluorescencia con Biollna-Estreptavidina (IFA B/E), 

Se utilizó el mismo antígeno y la preparación de laminillas de la técnica anterior. Se depositaron 

10 microlitros de las diluciones del suero problema y los controles, se incubó a 37 grados "C por 

60 minutos y se lavaron las laminillas en dos ocasiones por 5 minutos en POS pH 7.2', a 

continuación se agregó ami IgG humana de conejo marcada con biotina (DAKUPAITS n  ) e 

incubaron por 30 minutos a 37 °C. Las laminillas fueron lavadas nuevamente con POS, se 

adicionó estreptavidina (1:50) marcada con fluoresceina (DAKOPATTS 	y se incubaron a 

temperatura ambiente por 5 minutos, lavándose posteriormente con PBS. A cada laminilla se 

aplicó fluido de montaje (Gull Lab) y cubreobjelos pasándose a su obseivación en el microscopio 

de luz ultravioleta. 

En ambas pniebas se consideraron como positivas las diluciones séricas que presentaron 10 ó más 

células por ctunpo con material fluorescente en su membrana celular y/t) citoplasma. Se consideró 

como valor de corte un titulo mayor o igual a 1:16.(Fig. 2) 

Técnica de CIA (Whittaker). 

Se procedió a hacer diluciones de las muestras de los sueros problema y de los controles (1:21 de 

acuerdo al fabricante), se depositaron en los pozos de las placas recubiertos con antígeno y se 

incubaron por 15 minutos a temperatura ambiente, se lavaron las placas con PBS por 5 minutos, se 
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agregó el conjugado (anti•IgG humana de conejo marcada con fosfatasa alcalina) y se incubó por 

15 minutos a temperatura ambiente, se lavó nuevamente con POS y se aplicó el substrato 

(fenolflaleina monofosfato) por 15 minutos, parándose la reacción con fosfato de sodio. Se evaluó 

el desarrollo de color (densidad óptica) mediante un espectrofotómetro. 

Neutralización de la formación de placas. 

Se utilizaron placas de 24 pozos de fondo plano, células Vero y virus de la cepa Edinonstorb 

Zagrev. Los sueros fueron inactivados a 56 "C por 30 minutos, realizándose a continuación 

diluciones sucesivas en PDS a múltiplos de 2. Se mezclaron 100 microlitros de cada dilución sérica 

con 100 microlitros de una dilución viral que contenía 50 unidades formadoras de placa (UFP). La 

mezcla se incubó a 37 °C por una hora, colocándose posteriormente 200 microlitros de la mezcla 

en dos pozos recubiertos con células Vero e incubó a 37 °C por una hora, con agitación cada 10 

minutos. Posteriormente la monocapa se cubrió con medio de mantenimiento (MEM 2X 

adicionado de suero fetal bovino al 4 %) y inetil celulosa al 1.5 %, (v/v), un mililitro por pozo Se 

ntaniuvo la incubación de las placas por 7 días a 37 °C en atomósfera de CO2  al 4 % 

realizándose diariamente observaciones al microscopio de luz. Se consideró positiva la última 

dilución sérica en la cual existiera más del 50 % de inhibición en la formación de las placas 

virales del titulo original de la cepa Se consideró como valor de corte una dilución mayor o igual 

a 1:8 . Se incluyeron en cada corrimiento controles positivos y negativos del suero y de la titulación 

viral (Mg 3). 



Analisis estadistico. 

Para el objetivo primario se tomó como "n" a os 60 sueros provenientes de las muestras pareadas 

de los 30 niños muestreados. Para el objetivo secundario se tomó como "n" a los 30 casos dado que 

para el diagnóstico son necesarias muestras séricas pareadas. 

Para la determinación de IgG espcifica de sarampión se calculó la sensibilidad, especificidad, valor 

predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN) de cada una de las técnicas, mediante 

el uso de tablas tetracóricas, tomándose como estándar de oro a la técnica de neutralización de 

placas debido a su especificidad y a la capacidad de detectar anticuerpos contra varias porciones 

del virus que produscan su inactivación. 

La relación entre los resultados positivos y negativos de las técnicas anteriores fue establecida por 

la Prueba exacta de Fisher. 

La correlación de los titulas máximos (inversa del titulo) entre las técnicas de 11-1, IFA e IFAB/S 

con la téncia de NP se realizó mediante la determinación de r. 

Se determinó asimismo la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de cada una de ellas, para la 

realización del diagnóstico serolésico de infección por la cepa silvestre (casos clínicos y contactos) 

o vacuna], tomándose nuevamente a la técnica de neutralización de placas como el estandar de oro.  

Se determinó la asociación existente entre IH, IFA, IFABIS y EIA con NP, mediante la 

determinación de Prueba exacta de Fisher. 



Para la determinación de anticuerpos de tipo IgG contra el virus de sarampión, se compararon 

todas las muestras séricas (n=60) en forma independiente por cada una de las técnicas propuestas, 

tomandose como estándar de oro a la técnica de NP (Cuadro No. 1). 

Para la cuantificación de IgG mediante 11-1 se tomó como valor de corte una inhibición presente a 

una dilución sérica igual o mayor de 1: 8, encontrándose 44/49 casos positivos, 7/ 1 1 negativos, 4 

falsos positivos y 5 falsos negativos, dando una sensibilidad del 90 %, especificidad del 64 %, un 

VPP de 92 V. y VPN de 58 V.. 

Por IFA se tomó como valor de corte una dilución sérica que mostrara fluorescencia mayor o igual 

a 1 16 . Se obtuvieron 44/49 casos positivos, 8/11 negativos, 3 falsos positivos y 5 falsos 

negativos, resultando una sensibilidad de 90 %, especificidad de 73 %, VPP 94 % y VPN de 62 %. 

La técnica de IFA B/E con el mismo valor de corte anterior mostró una sensibilidad de 86 V. con 

42/49 casos positivos, especificidad del 91 % con 10/11 casos negativos, VPP 98 V. con I falso 

positivo y VPN de 53 % con 7 falsos negativa. 

Cuando los sueros fueron analizados por la técnica de EIA se utilizó el valor de corte dado por la 

DO mostrada por el suero control, obteniérikdose 37/49 casos positivos con una sensibilidad de 

75%, una especificidad de 100 % con 11/11 ZIS« negativos, VPP de 100 % con Ocasos falsos 

positivos y VPN de 48 % con 12 falsos negativos. 

Con el objeto de determinar si la modificación del valor de corte podía incrementar la sensibilidad 

sin disminuir la especificidad, se realizaron curvas ROC para cada una de las técnicas (Fig. 4). 
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Con IH, se disminuyó el valor de corte a una dilución de 1:4 y posteriormente se incrementó a 1:16 

Para IFA e IFAIBE se disminuyó inicialmente n 1:8 y se incrementó a 1:32, 

Para IH 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. 2 y 3). 

Al disminuir el valor de corte a 1:8 con IFA se obtuvo una sensiblidad de 90 %, especificidad de 

73 %, VPP de 94 % y VPN 62 % . Al aumentar el valor 	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 proporcionó una sensibilidad de 90 %, especificidad 

de 91 %, VPP 98 % y VPN 67 %. Al incrementarse el mismo, la sensibilidad disminuyó a 78 a/o, la 

especificidad y el VPP se incrementaron a 100 % y el VPN disminuyó a 50 %, 

Con la técnica de EIA la disminución del valor de corte fue realizado en base al, cálculo de la 

disminución en densidad óptica que presenta una dilución al doble del suero control y que segun 

la validación del equipo es de 1.47 aproximadamente (Densidad óptica del control/I.47): Para una 

disniinución del valor de corte con dilución del control calculada de 1:32 se encontró sensiblidad 

de 86 %, especificidad de 100 %, VPP 100 % y VPN 61 %. Para incremento del valor de corte con 

dilución calculada de 1:16 (Densidad óptica del control x 1.47) se reportó una sensiblidad de 65 %, 

especificidzd de 100 % VPP 100 % y VPN 61 %. 

Analizando en forma individual cada uno de los sueros y comparando entre si cada una de las 

técnicas mencionadas, se encontraron diferentes grados de concordancia, medidos por la fórmula 

de exactitud (atc/a-tblefd). Los mayores grados de exactitud se encontraron entre NP e IFA B/E 
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(con valor de corte 1:8) con un 90 %, NP y 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 1FABS (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 asociación encontrada mediante la prueba de Chi cuadrada fué entre NP e IFAB/S (con 

valor de corte de 1:8) con p = 00000002, posteriormente NP e 1FAB/S (valor de corete 1:16) con 

p = 0,000002 y para NP e 1FA con p = 0.00006. 

La correlación existente entre los títulos máximos de cada suero dados por las técnicas de IH, IFA 

e IFABIE y el estandar de oro fue obtenido por el indice de correlación r siendo la mejor la 

existente entre NP e IFAB/S (r = 0.5422), posteriormente NP e 11-1(r 0.4748) y NP e IFA = 

0.4629). 

Capacidad de diagnóstico. 

Para determinar la capacidad de diagnóstico serológico de Infección por virus del sarampión de 

cada una de las técnicas, se analizaron en forma pareada los sueros de cada uno de los 30 sujetos 

muenreados y se compararon con el diagnóstico dado por la prueba de NP (Tabla No 5). 

Los criterios para considerar diagnóstico de infección por sarampión en sujetos con cuadro clinico 

y contactos así como el de respuesta a la vacuna, fue el de seroconversión o incremento en 4 veces 

el titulo inicial de anticuerpos específicos, exceptuando en EIA donde una ramo mayor de 1.47 

entre la densidad óptica de la segunda sobre la primera muestra fue tomada como respuesta. 

Con la prueba de NP, el diagnóstico serológico fue realizado en los cuatro sujetos con cuadro 

clínico, de los sujetos vacunados, 6/17 mostraron seroconversión, 8/17 incremento en sus titulos en 

forma significativa y3/l7 no mostraron respuesta. De los sujetos en contacto con casos clínicos, 
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3/9 tres seroconvinieron, 4/9 incrementaron sus títulos y 2 no mostraron modificaciones en sus 

títulos. 

Mediante la técnica de Hl el diagnóstico serológico fue confirmado por elevación de los títulos en 

cuatro veces el inicial en 24/25, con una sensibilidad de 96 %, la 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 titulas mayor a cuatro veces el titulo 

inicial; 3/5 se encontraron como negativos para el diagnóstico serológico, dando una sensibilidad 

de 88 % y especificidad de 60 %. 2 sujetos fueron encontrados como falsos positivos y 3 corno 

falsos negativos dando un VPP de 92 % y VPN de 50 %. 

La técnica de IFA B/E mostró que 21/25 de los sujetos mostraron seroconversión o incremento 

significativo en sus títulos, con una sensibilidad de 84 %, 3/5 fueron encontrados sin respuesta con 

especificidad de 60 %. El VPP fue de 91 % y el VPN de 41 % 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 (90 %) en el análisis anterior, se procedió a determinar sus 

características para diagnóstico serológico, encontrándose sensiblidad de 85%, especificidad de 60 

%. VPP 96 % y VPN de 43 %. 

Por EIA 23/25 sujetos fberon encontradas positivos, con sensibilidad para el diagnóstico seroltigico 

de 92 % la especificidad asi corno el VPP Rieron de 100 % y el VPN de 71 % con 2 sujetos 

reportados como falsos negativos. 
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Al establecerse la correlación mediante la prueba de Chi cuadrada, entre los diagnósticos 

obtenidos por NP y cada una de las otras pruebas, la asociación más fuerte fue encontrada entre NP 

y EIA (p = 0.0004), seguida por NP e IFA (p = 0.06), NP e IFAB/S (p = 0.12) y NP e IH (p 

0.74). 

DISCUSION 

Desde el advenimiento de los cultivos celulares en los años 50s, el diagnóstico de las enfermedades 

virales ha sido posible en forma más certera, ya que de ellos se ha derivado el estudio de las 

partículas virales, su estructura, composición química, características físicas y propiedades de cada 

uno de sus componentes. 

De estos conocimientos han surgido técnicas de laboratorio capaces de detectar paniculas vírales 

en sujetos enfermos u bien capaces de identificar una respuesta inmune especifica presentada por 

los mismos. 

Una de las primeras técnicas utilizadas para la identificación de la respuesta inmune contra 

sarampión, fue la de IH, la cual se tuvo durante casi dos decadas, como el estandar de ora Sin 

embargo su sensibilidad ha variado conforme han surgido nuevas formas de evaluación . En 

nuestro estudio, probablemente la alta sensibilidad (90 %) presentada por esta técnica fue debida 

al sesgo inicial de selección de los sueros, ya que el diagnóstico fue confirmado por dicha técnica. 

Algunos autores como Boteler y colaboradores (30) la han encontrado como poco sensible, ya que 

ésta identifica exclusivamente anticuerpos hemaglutinantes, mientras inmunofluorescencia, EIA y 

neutralización incluyen probablemente anticuerpos contra diversos antígenos del sarampión como 

los fijildores de conmlemento, además la existencia en el suero de algutininas inespecificas que no 

fueran depuradas completamente durante el procesamiento del suero y que pudieron dar lugar a 

un decremento en la especificidad (64 %). Al disminuirse el valor de corte, la sensibilidad se 



incrementa ligeramente pero la especificidad baja en forma notable (hasta el 37 %), por el 

contrario al incrementar el mismo, la sensibilidad disminuye 10 % pero la especificidad se eleva en 

9 %, 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 técnica de IFA mostró una sensiblidad similar a 1H, con una leve mejoría en la especificidad sin 

embargo ésta continúa siendo poco satisfactoria lo cual puede deberse a la unión inespecifica de 

innnn►oglobulinas, tanto las presentes en el suero de los pacientes como de suero de cabra, de la 

cual se deriva el conjugado. Dicha especificidad mejoró con el incremento en el valor de corte, 

pero la sensibilidad disminuyó notablemente. Al reducir el valor de corte no existieron 

modificaciones a la sensiblidad y especificidad, por lo que el valor adecuado puede variar entre 

mayor o igual a 1:8 o a 1:16, conservándose una exactitud de 87 % en nuestro trabajo. 

Con la introducción de un sistema de amplificación (biotina-estreptavidina) era esperado un 

incremento en la sensibilidad con la técnica de IFA B/E, sin embargo, dicho parámetro fue 

ligeramente inferior a la presentada por IFA (86 %), mejorando al reducir el valor de cone (90 %). 

La especificidad lograda con esta técnica fue mejor que con las dos anteriores quizá debido al uso 

de dos proteinas con alta afinidad, como son la biotina y la estreptavidina, manteniéndose en 91 % 

aún con la disminución en el valor de corto. La exactitud lograda con la modificación de este 

parámetro a igual o mayor 1:8 fue la más alta, alcanzando un 90 Yo, por lo que el uso de dicho 

nivel de corte es considerado como el más apropiado. 

Indudablemente, la prueba más especifica resultó ser la técnica de EIA, manteniéndose sin variar 

en el IOU % a pesar de las modificaciones en el valor de corte, sin embargo en nuestro estudio 

mostró ser poco sensible, en oposición a lo reportado por Weigle (32) y colaboradores, quienes la 

encontraron más sensible que IH en muestras con bajos títulos, esto quizá es debido a que títulos 

moderadamente altos están presentes en los sueros de control positivo que elevan las valores de 

corte, ya que al disminuir el mismo a una densidad óptica correspondiente a una dilución 

aproximada del doble, se incrementó la sensiblidad al 86 %, n►antieniéndose sin modificaciones la 



especificidad. De continuar con el decremento del valor de corte puede mantenerse el incremento 

en la sensiblidad sin variación importante de la especificidad, por lo que quizá sea conveniente 

mejorar el cálculo de dichos valores mediante la dilución adecuada de los sueros controles. 

En cuanto al diagnóstico serotógico realizado en base al incremento en los títulos de anticuerpos 

específicos, la técnica de IH mostró un VPP de 86 1̀/0 que fué el menor de las cuatro técnicas 

comparadas, aún a pesar de que su sensiblidad fue la mejor con 96 % 

Para el diagnóstico serotógico, las técnicas de IFA e IFA B/E mostraron valores muy semejantes en 

cuanto a sensiblidad, especificidad, VPP y VPN, las cuales fueron intermedios entre los obtenidos 

porlUyEIA. 

El método , de EIA mostró una sensiblidad para el diagnóstico serológico del 92 %, y una 

especificidad del 100 %, siendo sus VPP y VPN mayores que los encontrados en las otras técnicas 

empleadas, lo cual está de acuerdo con lo reportado por Boteler y colaboradores al compararla con 

IH (30). A pesar de la baja sensibilidad presentada en la detección de lgG especifica para 

sarampión, tuvo sin embargo la mayor sensibilidad para la confirmación del diagnóstico., esta 

aparente incongruencia es probablemente debida a que la investigación inicial se realizó en las 

muestras sericas de fase aguda donde la cantidad de anticuerpos es baja, mientras que en las 

muestras de fase de convalecencia la mayoria fueron positivas, realizándose así el diagnóstico de 

seroconversión, Esta prueba tiene además la ventaja de su alta especificidad (100 V.), alto VPP 

(100 %) y el mejor VPN (71 %) comparada con el resto de las téciiicas. En otros trabajos como el 

de Erdman y colaborítdores (15), dondes se compara EIA y neutralización, la mejor correlación 

entre estos parámetros fue encontrada al calcular un valor de corte para EIA a partir de la suma de 

la inedia de la densidad óptica de los sueros negativos más tres desviaciones estandar, siendo su 

sensiblidad de 87 % y especificidad de 97 %. 

El tiempo de empleado y el costo son determinantes en la selección de una pruebe diagnóstica, 

siendo evidente que EIA'es la prueba con mayor especificidad y cuya sensibilidad puede mejorarse 

con la selección adecuada de sus controles, además de que puede utilizarse para el análisis de 



grandes volumenes de muestras, sin embargo su costo continúa siendo elevado. Nuesto estudio 

demuestra que la técnica de IFA D/E tiene una capacidad de identificación de IgG especifica y de 

diagnóstico muy similar a EIA y a NP, su costo es menor que el de EIA y puede utilizarse en el 

diagnóstico de pequeños brotes o de casos aislados. 
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IGURA No 1. EFECTO CITOPATICO DEL VIRUS DE S.A.RAMPION EN CULTIVO DE 
CELULAS VERO. 



FIGURA 2. TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA CON BIOTINA ESTREPTAVIDINA. 
CELULAS VERO INFECTADAS CON VIRUS DE SARAMPION. 



FIGURA 3. TECNICA DE N
EUTRALIZACION DE LA FORMACION DE PLACAS. UTILIZACION DE LA CEPA EDMONSTON 

-ZAGREV CON CELULAS VERO. 



Fig. 4. Curvas ROC de cuatro técnicas de 
diagóstico para sarampión. 
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Técnica/Diagnóstico Positivos Negativos Falsos positivos Falsos negativos 

HI 44/(49)• 7/(11) 4 5 

Medición Sensibilidad 90% Especificidad 64 % VPP 92 % VPN 58 % 

IFA 44/(49) 81(11) 3 5 

Medición Sensibilidad 90 % , Especificidad 73 % VPP 94 % VPN 62 % 

IFAB/E 42/(49) 10/(11) 1 7 

Medición Sensibilidad 86 % Especificidad 91 % VPP 98% 1  VPN 59 % 

EIA 37/(49) 11/(11) 0 12 

Medición Sensibilidad 75 % Especificidad 100 % VPP 100 % VPN 48 % 

Tabla 1. Determinación de IgG especifica para sarampión, mediante cinco técnicas de diagnóstico en 60 

sueros. 

) determinados mediante la técnica de NP. 



Técnica/Diagnóstico Positivos Negativos Falsos positivos Falsos negativos 
IH 46/(49)* 4/(11) 7 13 
Medición Sensibilidad 94 % Especificidad 37 % VPP 87 % I VPN 57 % 
IFA 44/(49) 8/(11) 3 5 
Medición Sensibilidad 90 % Especificidad 73 % VPP 94 % VPN 62 % 
IFA BE 44/(49) 10/(11) 1 5 
Medición Sensibilidad 90 % Especificidad 91 % VPP 98 %VPN 67 % 
E1A 42/(49) 11/(11) 0 .1 7  
Medición Sensibilidad 86 % Especificidad 100 % VPP 100 % VPN 61 % 

Tabla 2. Determinación de lgG específica para sarampión, mediante cinco técnicas de diagóstico en 60 
sueros. Disminución del valor de corte en una dilución en las técnicas de IH, IFA, IFA/BE y EIA. 

'( ) determinados mediante la técnica de NP. 



Técnica/Diagnós-tico Positivos Negativos i Falsos positivos i Falsos negativos 
1H 39/(49)• 8/(11) 3 	 10 
Medición Sensibilidad 80 % Especificidad 73 % VPP 93 % 	j VPN 45 % 
IFA 36/(49) 1 9/(11) 2 	 113 
Medición Sensibilidad 73 % Especificidad 82% VPP 95 % 	VPN 41 % 
IFA 13/E 38/(49) 11/(11) 0 	 11 
Medición Sensibilidad 78 % Especificidad 100 % VPP100 % 	VPN 50 % 
EIA 32/(49) 11 /(11) 0 	 17 
Medición Sensibilidad 65 % Especificidad 100 % VPP 100 % 	VPN 61 % 

Tabla 3. Determinación de IgG específica para Sarampión, mediante cinco técnicas diagnósticas en 60 
sueros. Valor de corte incrementado en una dilución para las técnicas de In IFA, IFA BIE y EIA. 



Pruebas 1 Porcentaje de exactitud 
LH-EIA 75 % 
IJI-IFA 88 % 
!HATA B/S 78 % 
EIA-IFA 77 % 
EIA-IFA BIS 87 % 
IFA-IFA B/S 80 % 
IH-NP 85 % 
IFA-NP 87% 
IFA B/S-NP 87 % 
EIA-NP 80 % 
NP-IH• 82 % 
NP-IFA B/S* 90 % 
NP-IFA* 87% 
NP-EIA'. 88% 

Tabla 4. Porcentaje de exactitud encontrado al comparar la determinación de IgG para sarampión en 60 
sueros, comparando dos técnicas a la vez.  

IFA, IFA B/S y EIA con disminución del valor de corte. 



Tecnica Sensibilidad Especificidad 	1 VPP I VPN 

EH 96 % i 	. 20 % 	 1   86 '1' 150 % 

IFA 88 % 60 % 92 %  50 % 

IFA B/E 84 % 60 % 91 % 43 % 

EIA 92 % 100 % 100 % 71 % 

Tabla 5. Características de cuatro pruebas para determinación del diagóstico serológico de sarampión, 
tomando como estandar de oro a la prueba de NP. 
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