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RESUMEN

Se realiza el estudio de 60 sueros pareados sospechosos de Sarampidn clinicamente llegados al Laboratorio Diagnéstico del
Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” entre enero y mayo de 1996, procedentes de la vigilancia seroepidemioldgica de

la vacuna triple viral (sarampion, rubéola y parotiditis), a los cuales se les realiz6 la deteccion de anticuerpos hessmglutinan
sarampion y rubéola, asi como de IgM, con el estuche diagndstico Clark Laboratories INC Measles IgM ELISA. Los casos
positivos se confirmaron por las técnicas de inmunofluorescencia indirecta-lgM y neutralizacion. Se obtuvieron por inhibicion
de la hemaglutinacion, 3 casos positivos a sarampién y rubéola, los cuales negativos a IgM de sarampién y a los que se les
determinaron anticuerpos a Epstein Barr, Citomegalovirus y al virus herpes simple mediante inmunifluorescencia indirecta (IFI)
la capacidad de estos virus de inducir respuesta policlonal. Por medio del ELISA IgM Clark se detectaron 6 casos positivos los

cuales resultaron negativos por IFI.

Descriptores DeCSVIRUS DEL SARAMPION/immunologia; IGM/sangre; ANTICUERPOS ANTIIDIOTIPOS; TECNICA
DEL ANTICUERPO FLUORESCENTE INDIRECTA/métodos; TESTS DE INHIBICION DE HEMAGLUTINACION/métodos;

TEST DE ELISA/métodos.

El sarampién es una enfermedad viral muy
contagiosa caracterizada por fiebre, tos, coriza, con-
juntivitis y un exantema especifico o manchas de Koplik
en la cavidad bucal, seguido de una erupcion
maculopapular generalizada. Su via principal de
diseminacioén es la respiratoria y afecta, fundamen-
talmente, a la poblacién infantil con un rango de edades
entre 2 y 6 afios, la mayor incidencia es en los paises
menos desarrollados, en los cuales mas de 1 000 000 de
nifos mueren cada afo como resultado de esta
enfermedad. Esta afeccion es prevenida por la
administracion de una vacuna viva atenuada, la cual
puede ser combinada con la de la rubéola y la de la
parotiditis.

La respuesta inmune del huésped a la infeccién es
rapida y caracteristica, los anticuerpos se detectan

primero en forma coincidente con la apariciérrash
La primera clase de anticuerpos en aparecer son los de
tipo IgM, seguidos de IgG1 e IgG4, los que corresponden
a sitios especificos del virus y pueden ser detectados
por inmunoensayos con el empleo de proteinas virales
purificadas. La presencia de anticuerpos IgM es
relativamente corta, dura entre 1y 3 meses y son los de
mayor importancia por su significado en la infeccion
reciente, alcanzan su valor maximo a los 10 d de iniciado
elrash los anticuerpos de tipo 1gG duran de por vida,
determinan lainmunidad por tiempo prolongado después
de una infeccidén natural o de una inmunizacion
actival*

Los anticuerpos circulantes pueden ser
demostrados por una gran variedad de sistemas
diagnosticos, como son la inmunofluorescencia indirecta
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(IF1), los ensayos inmunoenzimaticos (ELISA),
inhibicion de la hemaglutinacién (IH), la neutralizacién
(Nt) y la fijacion del complemento (FC), etcétera.

Para el estudio de la presencia de anticuerpos de
tipo IgM son muy usados los ensayos indirectos y los
de captura con la aplicacion de los anticuerpos
monoclonales biotinilados y como antigenos las
proteinas Ny P expresadas en baculovirus, lo que le da
una mayor sensibilidad y especificidad al ensayo.

En Cuba, desde 1988, se establecié un sdlido
sistema de vigilancia seroepidemiolégica, se estudian
todos los casos sospechosos de sarampion, rubéola y
parotiditis por la técnica de inhibicion de la
hemaglutinaciéh a partir de la implantacién del
Programa de Vacunacion con la Triple Viral a la poblacion
infantil.

Desde 1995, la Organizacién Panamericana de la
Salud (OPS) Yy los paises de la region adoptaron la medida
de eliminar el sarampion para el afio 2000 en las Américas,
para lo cual establecié que se debia mantener una
vigilancia minuciosa de todas las enfermedades febriles
exantematicas y realizar la deteccion de anticuerpos IgM
a todos los sueros de los pacientes que se cifian a la
definicién de caso clinico de sarampion.

En este estudio se introduce la inmunovaloracion
de IgM al virus del sarampién como parte de la vigilancia
seroepidemioldgica nacional de sarampion, rubéola y
parotiditis que se lleva a cabo en el Laboratorio
Diagndstico del Departamento de Virologia del Instituto
de Medicina Tropical "Pedro Kouri" (IPK).

METODOS

El universo de trabagstuvo constituido por 60 sueros
pareados pertenecientes @sos clinicamente
sospechosos de sarampion y rubéola, recibidos en el
Laboratorio Diagndstico del Departamento de Virologia
del IPK a través del Sistema Nacional de Vigilancia
Seroepidemiolédgica de la vacuna Triple Viral (sarampion,
rubéola y parotiditis),procedentes de diferentes
provincias del pais en el periodo comprendido entre
enero y mayo de 1996. Las muestras fueron almacenadas
a -20 °C hasta su uso.

Preparacion del antigeno de sarampion para la
IH e IFI. Se inoculé la cepa Edsmonton del virus del
sarampion en células de rifidn de mono verde africano
(VERO), después de 30 min en contacto a 37 °C con
movimientos ocasionales, se afiadié medio 199 con 2 %
de suero de ternera fetal (STF), 0,1 % de antibidtico
(penicilinay estreptomicina) y se incub6 a 37 °C. Alas
72 h se realizé cambio de medio y se afiadié medio 199

sin STF. Las células se observaron a diario hasta la
aparicion de mas de 75 % de efecto citopéatico (ECP).

Estas se desprendieron con perlas de cristal. Se
congelaron y descongelaron 8 veces y se sonicaron a
razon de 6 ciclos de 30 sy se centrifugaron luego a1 500 r.p.m.
durante 10 min.

Preparacion del antigeno de rubéglara la IH e
IFIl. Se preparé segun el método descrito por Vejtop en
1986.La cepa utilizada fue donada por el Instituto "Carlos
[II" de Majadahonda, Espafa, y cultivada en células
VERO con medio 199, suplementado con 2 % de STF
mas antibiético (10Q/mL de penicilina yL00 wmL
estreptomicina) hasta observar rdék75 % de ECP
en las células infectad&s.

Inhibicion de la hemaglutinaciénPara la
deteccion de los anticuerpos inhibidores de la
hemaglutinacion se realizé la técnica de IH segun el
método adaptado para micrométodo con algunas
modificaciones.

Inmunofluorescencia indirecta para la deteccién
de anticuerpos de tipo IgM de sarampion y rubéska.
prepararon laminas para la deteccién de anticuerpos de
tipo IgM de sarampion y rubéola segun el método
empleado por Knapf.Las células VERO infectadas y
sin infectar con el antigeno de sarampion y rubéola
fueron fijadas con acetona a las laminas de inmu-
nofluorescencia, a las cuales se les afadierpih ti@
muestras previamente tratadas con absorbente del factor
reumatoideo (Beringher) y se incubaron 3 h a 37 °C.
Pasado este tiempo se lavaron con PBS y se les adicion6
el conjugado antilgM humano marcado con azul de
Evans (Biocen) y se incubaron 30 min a 37 °C. Se
volvieron a realizar lavados sucesivos con PBS y
después se afiadid glicerina al 1 %, se colocé el
cubreobjeto y se observé en el microscopio de
fluorescencia. Se consideré una muestra positiva aquélla
gue presentara fluorescencia en las células infectadas y
ausencia de ésta en las células no infectadas.

Estuche diagndstico "Clark Laboratories INC.
Measles IgM ELISA" (EE.UU.Para la deteccion de
anticuerpos de tipo IgM por ELISA, se empled el estuche
diagnéstico antes citado y se siguié la metodologia
recomendada por el fabricante.

Preparaciéon del antigeno de Citomegalovirus
para la IFl.La cepa de referencia AD169 se inoculé en
la linea de fibroblastos humanos diploides (PH), las
células se mantuvieron en medio Eagle (MEM) al cual
se le adicionaron 1 % de glutamina; 0,5 % de penicilina
y estreptomicina; y STF al 10 % para su multiplicacion.
Para el mantenimiento de la célula se utilizo STF al 2 %.

Preparacion del antigeno del virus del herpes
simple (HSV) para la IFISe prepar6 a partir de cultivo



de células VERO infectadas con la cepa 107 de HSV tipo
1 obtenida de un aislamiento en el laboratorio y
caracterizada por anticuerpos monoclonales
(Monoclonal Kit Herpes Simplex Biomeriux!
procedimiento de fijacion de las células infectadas se
realiz6 de acuerdo con lo descrito previamente en otros
estudios'!

IFI para la deteccion de anticuerpos IgG de
Citomegalovirus (CMV) y HS\&e utilizaron células
diploides de pulmén humano (PH) infectadas con CMV
y células VERO infectadas con HSV, fijadas a las laminas
de fluorescencia. Se afiadieron los sueros diluidos desde
1:20 a 1:1 280, se tomG como criterio de positividad la
dilucion 1:20. Se afadio el conjugado anti-lgG humano
marcado con fluorescencia (Biocen, Cuba). Se consider6
como titulo de anticuerpos a la tltima dilucién del suero
en la cual la prueba fue positiva.

IFI para la deteccién de anticuerpos de tipo 1gG
contra la proteina de la capside viral (VCA) del virus
Epstein Barr (EBV) Se usaron laminas fijadas con
células P3HR1 como fuente de antigeno y un conjugado
anti-lgG humano marcado con isotiocianato de
fluoresceina (Biocen, Cuba). Se emplearon diluciones
cuadruples del suero, desde 1:5 hasta 1:1 280.

IFI para la deteccién de antigeno temprano (EA)
al EBV. Se empled6 igual metodologia que para la
deteccion de anticuerpos de la capside viral, pero se
fijaron a las laminas de fluorescencia células Raji tratadas

previamente para que se expresara el antl’geno temprano

y se us0 una sola dilucion del suero (1:5). El criterio de
positividad estuvo dado por la aparicién de
fluorescencia, indicativo de la presencia de antigeno
temprano.

Técnica de neutralizacion al virus del sarampion.
Se realiz6 por microneutralizacién segun el método
descrito para la determinacion de anticuerpos neu-
tralizantes al sarampidn.

RESULTADOS

De los 60 pares de suero estudiados, 3 (5 %)
presentaron seroconversion o aumento del titulo del se-
gundo suero 4 veces 0 mas con respecto al primero,
cuando se les hizo la IH simultdneamente a sarampion y
rubéola. A éstos se les realizo IFI-IgM y fueron negativos

a ambos virus de igual forma que al ser estudiados por la

técnica de neutralizacion al virus del sarampién.

Debido a la positividad de estos sueros tanto al vi-
rus del sarampion como al de la rubéola por IH, se les
determinaron anticuerpos a otros agentes virales como
EBV, CMV, HSV, mediante la técnica de la IFI; se encontrd
en uno de ellos positividad al antigeno temprano de
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EBV y aumento del titulo al antigeno de la capside viral.
En el segundo par de sueros se encontré alto titulo a
CMV y el tercer par fue negativo a los virus anteriores.
Los 57 pares de sueros restantes fueron negativos por
la técnica de la inhibicion de lafhaglutinacion (tabla 1).

TABLA 1. Deteccion de anticuerpos a EBV, CMV y HSV por IFI
en los 3 sueros positivos al sarampién y a la rubéola por IH

Casos Rubéola  Sarampién EA VCA CMV  HSV
1 -10/ 160 -4/ 16 + 20/ 80 80/ 880/ 80
2 10/160 -4/16 - 80/80 320/32080/80
3 10/80 8/32 - 80/80 80/80 80/80

EA: Antigeno temprano. VCA: Antigeno de la cépside viral.
CMV: Citomegalovirus. HSV: Virus del herpes simple.

En la tabla 2 se muestran los resultados de la
deteccion de IgM al virus del sarampion con el estuche
diagnostico ELISA IgM Clark, se encontraron 6 casos
positivos (10 %) por esta técnica, los cuales no coinciden
con los que seroconvirtieron por IH. A los 6 casos
anteriores se les realizo la IFI-IgM al virus del sarampion
para confirmar su positividad, todos fueron negativos.

TABLA 2. Resultados del estudio por ELISA IgM Clark e IH de
los casos estudiados

Técnica Positivos Negativos

empleada No % No %
IH 3* 5 57 95

IgM Clark 6 10 54 90

* Los 3 sueros fueron negativos a IgM.

DISCUSION

La deteccién de anticuerpos de tipo IgM en casos
clinicamente probables de sarampion, es la técnica
fundamental de diagndstico que se ha puesto en prac-
tica en el propdsito de la OPS de eliminar esta enfer-
medad en la regién de las Américas para el &®2
con el objetivo de sustituir las muestras pa-readas
por monosueros que permitan realizar el diag-
nostico de esta entidad en la fase aguda de la
enfermedad lo més rapido posilfle.

En este trabajo estudiamos 60 pares de sueros por

IH, técnica muy usada en diferentes laboratorios,
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con la que encontramos 3 sueros positivos a
sarampion. Estos akr estudiados para el virus de la
rubéola por igual técnica, metodologia aplicada en
nuestro laboratorio debido a la posibilidad de errores
de diagndstico clinico, fueron positivos también.

De todos los casos estudiados con el diagnéstico
de sarampidn y rubéola, ninguno se cefiia a la definicién
de caso probable de sarampion adoptada por la OPS/OMS,

incremento o depresion en la formacion de anticuerpos
para antigenos no relacionadds.

Para la deteccion de IgM la fecha de la toma de la
muestra en las fases agudas y convaleciente es muy
importante. En nuestros casos el intervalo del segundo
suero fue de 15 d de iniciadaash, a partir del décimo
dia es el tiempo ideal para la realizacién de la
investigacién debido a que es el momento en que la

donde se expresa que un caso tipico de esta enfermedad |gM alcanza su valor maximo. En el estudio efectuado

debe presentar: erupcion maculopapular generalizada
de 3 d o mas de duracion, acompafiada por fiebre casi
siempre elevada y 1 de los siguientes sintomas: tos,
coriza o conjuntivitis? En nuestros pacientes
predomind el cuadro clinico dado por fiebmagh, sin
ninguna de las otras manifestaciones, por lo que
debemos clasificarlos como casos sospechosos de
sarampion, éstas no son muestras clinicamente
adecuadas para el diagnostico de esta enfermedad.

Como las reacciones cruzadas entre los virus son
muy conocidas, por ejemplo, aquéllas que ocurren entre
parotidis y parainfluenza, asi como entre los miembros
de la familia Herpesviridae como son los virus Epstein
Barr, Citomegalovirus y herpesvirus, decidimos realizar
la deteccion de los anticuerpos a éstos en los 3 pares de
sueros, por ser los que mayor niumero de reacciones
cruzadas dan; nuestros resultados coinciden con las
investigaciones realizadas pResiky otros en 1996,
donde se estudié un grupo de 20 muestras positivas a
sarampion y rubéola de forma simultaneay alas que se
les realiz6 deteccion de anticuerpos a HSV, CMV y EBY,
y se encontré un mayor nimero de muestras positivas a
este Ultimd:3

Desde el punto de vista epidemiolégico no se
encontraron casos de sarampion y rubéola en zonas
geograficas cercanas a las que viven estos pacientes
(Pinar del Rio, Holguin y Santiago de Cuba), ni se conoce
del arribo de éstos de un pais donde aln se reporten
estas enfermedades, todo lo que nos lleva a concluir
que desde el punto de vista clinico, microbiolégico y
epidemiolégico no nos encontramos en presencia de
casos con estas enfermedades.

En estudios realizados por diferentes autores, se
plantea que la positividad de los sueros a diferentes

agentes a la vez puede deberse a varias causas, entre

las que tenemos el proceso de reactivacion de virus
heter6logos, la estimulacion selectiva de células B de
memoria por antigenos relacionados o estimulacion
policlonal de células B durante infeccién viral. EI EBV, el

CMV y el sarampion se caracterizan por su capacidad
de dar respuesta policlonal. Se ha llegado a conocer
gue algunos virus pueden ser moduladores no
especificos de la respuesta inmune y que causan

por Mayoy otros, el 98,4 % de los casos positivos a
IgM se encontré en muestras tomadas después de 15d
de iniciado efash?

Estos casos fueron estudiados por IFl, ya que
dentro de las recomendaciones del estuche Clark esta la
confirmacién de los casos dudosos y positivos por esta
técnica, ademas, por ser de gran sensibilidad y
especificidad y por contar en nuestro laboratorio con la
experiencia para el trabajo con esta técnica.

En numerosos estudios se ha utilizado la IFI para la
deteccion de IgM en pacientes sospechosos de
sarampion y otras enfermedades teniendo en cuenta
siempre la experiencia del observatiér.

Las 6 muestras positivas a IgM ELISA y negativas
por IFI-IgM, nos hacen pensar en un resultado falso
positivo por ELISA, lo que es caracteristico de los
sistemas de ELISA indirectos debido a la interferencia
del factor reumatoideo (FR) presente en la muestra. Este
factor puede ser eliminado por el tratamiento de las
muestras con solucién absorbente del FR, pero en
diferentes estudios relacionados con la eficacia de éste,
se han vertido diferentes opiniones con respecto a esto,
ya que en investigaciones realizadagQibMeurman
se considera la necesidad de volver a tratar las muestras
con solucion absorbente del FR, una vez trat&das.
Este autor plantea que no se ha reportado una via
ideal para remover el FR y que este factor es el
principal problema técnico con respecto a la de-
teccion de IgM en ensayos indirectos.

Nuestro estudio coincide con el realizado por
Mayo y otros, donde se encontraron 3 resultados
falsos positivos por ELISA IgM indirecto en 93 sue-
ros pareados estudiados al comparar con el ELISA
IgG y la fijacién del complement8.

Consideramos que el ELISA IgM indirecto es
indicador de positividad en el sarampién agudo, sobre
todo en aquellos lugares donde existen muchas
muestras positivas a esta enfermedad y en brotes
epidémicos. En presencia de casos esporadicos clini-
camente sospechosos como los que recibimos en nues-
tro laboratorio, se debe mantener la deteccion de anti-
cuerpos en muestras pareadas por la técnica de IH, ade-
mas de la deteccion de IgM para la confirmacion de los casos.



SUMMARY

60 matched sera clinically syspicious of measles that were received
at the Diagnostic Laboratory of the “Pedro Kouri” Tropical
Medicine Institute between January and May, 1996, coming
from the seroepidemiological surveillance of the MPR vaccine
were studied. The detection of measles and rubella hemagglutinant
antibodies, as well as of IgM, was carried out with the Clark
Laboratories INC. Measles IgM ELISA diagnostic kit. The
positive cases were confirmed by the IgM-indirect
immunofluorescence and neutralization. 3 positive cases to
measles and rubella, which were negative to measles IgM,
were obtained by hemagglutination inhibition. Antibodies
against Epstein Barr, cytomegalovirus and herpes simplex
virus were also determined by indirect immunofluorescence
(IlF) due to the capacity of these viruses to induces
polyclonal responses. 6 positive cases, which were negative
by IIF, were detected by means of the above mentioned
diagnostic Kkit.

Subject headings: MEASLES VIRUS/immunology; IGM/
blood; ANTIBODIES, ANTI-IDIOTYPIC; FLUORESCENT
ANTIBODY TECHNIQUE, INDIRECT/methods;
HEMAGGLUTINATION INHIBITION TESTS/methods;
ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY/methods.
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