Determinacion de la avidez de los anticuerpos contra virus del
sarampién (IgG)
Instrucciones del ensayo

REFERENCIA | ANTICUERPOS CONTRA | CLASE IG SUSTRATO FORMATO

Pocillos de microplaca
recubiertos de Ag

El 2610-9601-1 G Virus del sarampién IgG 96 x 01 (96)

Indicaciones: El presente inmunoensayo enzimatico (ELISA) sirve para la determinacion in vitro
semicuantitativa de la avidez de anticuerpos humanos de la clase de inmunoglobulina IgG contra virus
del sarampién en suero o plasma para apoyar el diagnéstico de infecciones por virus del sarampion.
El producto esta concebido para ser utilizado como .

Principios del ensayo: El envase de ensayo contiene tiras de microplaca, cada una con 8 pocillos de
reactivo desprendibles, recubiertos con antigenos de virus del sarampion purificados. En el primer paso
del analisis, se incuban los pocillos de reactivo con muestras de pacientes diluidas. En el caso de
muestras positivas, los anticuerpos de la clase IgG (también IgA e IgM) especificos se ligan a los
correspondientes antigenos. En el segundo paso de incubacion, los anticuerpos de baja avidez se
vuelven a desprender del antigeno por el tratamiento de urea, mientras que los de alta avidez
permanecen ligados. Para detectar estos anticuerpos, se lleva a cabo una tercera incubacion usando
un anticuerpo anti-lgG humana marcado con una enzima (conjugado enzimatico) que cataliza una
reaccion coloreada.

Contenido del sistema de ensayo El 2610-9601-1 G:
Denominacién Color Formato Simbolo
1. Equipo de ensayo ELISA Anti-virus del sarampion (IgG)

(referencia El 2610-9601 G)
2. Control positivo HA
con anticuerpos de alta avidez contra virus del sarampion | rojo 1x1,3ml | [POS CONTROL HA |
(IgG, humana), listo para usar
3. Control positivo LA
con anticuerpos de baja avidez contra virus del azul 1x1,3ml| [POS CONTROL LA |
sarampioén (IgG, humana), listo para usar
4. Solucion de urea

e o i UREA

para ELISA Anti-virus del sarampion, lista para usar amarillo 1 x 12 m|

5. Tampon fosfato [PBS BUFFER]
. PBS BUFFER
listo para usar azul claro |1 x 12 ml | PBS BUFFER]

6. Instrucciones del ensayo - 1 folleto

LOT| Designacion del lote c € ,ﬂ” Temperatura de almacenamiento

Diagnéstico in vitro % Sin abrir, utilizable hasta

Almacenamiento y duracién: Los reactivos deben conservarse a una temperatura de entre +2 °C y
+8 °C. No congelar. Sin abrir, todos los componentes del equipo son estables hasta la fecha de
caducidad indicada.

Eliminacion: Las muestras de pacientes, los controles y las tiras de microplaca incubadas deben
manipularse como desechos infecciosos. Todos los reactivos deben desecharse conforme a las
normativas legales.

Los cambios a la version anterior se resaltan en gris.
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Preparacion y estabilidad de los reactivos

Aviso: Todos los reactivos deben ser llevados a temperatura ambiente (de +18 °C a +25 °C)
aproximadamente 30 minutos antes de su uso. Una vez abiertos, los reactivos pueden conservarse
hasta la fecha de caducidad indicada, siempre y cuando se almacenen a una temperatura de +2 °C a
+8 °C y se protejan contra cualquier contaminacién, si no se indica expresamente otra cosa en el
siguiente texto.

- Controles: Listos para usar. Los controles deben mezclarse bien antes de su uso.

- Soluciéon de urea: Listo para usar. La solucion de urea contenida en este equipo de ensayo debe
utilizarse exclusivamente para la determinacion de la avidez de anticuerpos contra virus del
sarampién.

- Tampén fosfato: Listo para usar.

Advertencia: No se han detectado HBsAg ni anticuerpos contra VHC, VIH-1 y VIH-2 en los controles
de origen humano. Sin embargo, todos los componentes del ensayo deberan ser tratados como
potencialmente infecciosos y en consecuencia manipulados con cuidado. Algunos de los reactivos
contienen ademas azida de sodio en una concentracién no sujeta a declaracion. Evite el contacto con la
piel.

Fundamentos

La avidez constituye una medida de la intensidad con la que una mezcla de anticuerpos IgG
policlonales se liga a epitopos antigenos que se encuentran en una proteina o mezcla de proteinas.
La avidez de los IgG especificos de virus del sarampion madura gradualmente a lo largo del primer mes
tras la infeccion primaria. Por consiguiente, la avidez de IgG contra virus del sarampion es reducida en
infecciones por virus del sarampion primarias agudas ocurridas hace poco, mientras que la presencia
de anticuerpos IgG especificos de virus del sarampion con una avidez alta indica infecciones ocurridas
hace tiempo o recurrentes.

Preparacion y estabilidad de las muestras
Muestras: Suero humano asi como plasma con EDTA, heparina o citrato.

Estabilidad: Por regla general, las muestras de pacientes para analizar pueden conservarse hasta
14 dias a una temperatura de entre +2 °C y +8 °C. Las muestras diluidas se deben incubar el mismo dia
que se preparan.

Dilucion de muestras: Las muestras de pacientes para analizar se diluyen con tampoén de muestra
en la proporcion 1:101.

Ejemplo: Afada 10 yl de muestra a 1,0 ml de tampdn de muestra y mezcle bien con un vortex. No es
conveniente mezclar con la pipeta de muestreo.

AVISO: Los controles estan listos para usar, no se deben diluir.
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Incubacion de
muestras:
(1° paso)

Lavado:

Incubacion con

urea:
(2° paso)

Lavado:

Incubacion del

conjugado:
(3% paso)

Lavado:

Incubacion del
sustrato:
(4° paso)

Parada:

Medicion:

Incubacion

Conforme al esquema de pipeteado, agregar como valor doble a cada pocillo de
reactivo de dos tiras de microplaca distintas 100 pl de los controles o de las
muestras de pacientes diluidas.

Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente (+18 °C a +25 °C).

Manual: Vaciar los pocillos de reactivo y, a continuacién, lavarlos 1 vez,
utilizando cada vez 300 ul de tampdn de lavado diluido listo para usar.
Automatico: Lavar 1 vez cada pocillo de reactivo utilizando cada vez 450 ul de
tampon de lavado diluido listo para usar (ajuste del programa: p. ej., TECAN
Columbus Washer «Overflow Mode»).

Dejar actuar el tampdén de lavado en cada pocillo de reactivo entre 30 y
60 segundos por cada ciclo de lavado y, a continuacién, aspirar o vaciar. Tras el
proceso de lavado, tanto en la ejecucion manual como en la automatica, sacudir
enérgicamente la microplaca con las aberturas hacia abajo sobre papel
absorbente para eliminar por completo los restos de tampdn de lavado.

Las posiciones libres dentro de la tira de microplaca deben ocuparse con
pocillos vacios con el mismo formato de placa que el del parametro a analizar.

ARadir 200 pl de solucibn de urea en cada pocillo de reactivo de la
12 microplaca asi como 200 pl de tampdn fosfato en cada pocillo de reactivo de
la 22 microplaca.

Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente (+18 °C a +25 °C).

Vaciar los pocillos. Lavar de la manera anteriormente descrita, pero 3 veces,
con tampon de lavado diluido listo para usar. Dejar actuar durante un minimo de
30 a 60 segundos por cada ciclo de lavado.

Atencion: Los restos de liquido (>10 pl) que permanezcan en los pocillos de
reactivo tras el proceso de lavado pueden influir en la conversion del sustrato y
dar lugar a valores de extincion falsamente bajos.

Un lavado insuficiente (p. ej. menos de 3 ciclos de lavado, volumen insuficiente
de tampon de lavado o tiempos de accion demasiado cortos) puede dar lugar a
valores de extincion falsamente elevados.

Anadir 100 ul de solucion de conjugado enzimatico (IgG antihumana marcada
con peroxidasa) en cada pocillo de reactivo.
Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente (+18 °C a +25 °C).

Vaciar los pocillos. Lavar de la manera anteriormente descrita, pero 3 veces,
con tampodn de lavado diluido listo para usar.

Anadir 100 pl de la solucién de cromdgeno/sustrato en cada pocillo de reactivo.
Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente (entre +18 °C y +25 °C;
proteger de la exposicién directa a la luz solar).

ARadir 100 pl de la solucion de parada en cada pocillo, en el mismo orden y a la
misma velocidad con los que se agregd previamente la solucion de
cromogeno/sustrato.

La medicion fotométrica de la intensidad del color debe realizarse dentro de
los 30 primeros minutos después de anadir la solucion de parada, a una
longitud de onda de medicion de 450 nm y una longitud de onda de
referencia de entre 620 nm y 650 nm. Antes de realizar la medicién, agitar
ligeramente la microplaca para asegurar la distribucion homogénea de la
solucion colorante.
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Protocolo de pipeteo

A|Pos |posip 7|p 7|P15|P15
HA | HA

B|Pos|pos|p glp g|P16|P16
LA | LA

C|P1|(P 1|P 9(P 9|P17|P17

D|P 2(P 2|P10|P10|P18 (P18

E(P 3|P 3(P11|PM

F|P 4(P 4|P12(P12

G|(P 5|P 5(P13|P13

H|P 6(P 6|P14|P14

El esquema de pipeteo especificado es un ejemplo de analisis de 18 muestras de pacientes (P 1 a P 18).

Los controles (pos. HA y pos. LA) y las muestras de los pacientes se utilizan en una determinacion
duplicada en distintas tiras de microplaca. Los pocillos de reactivo de las tiras de microplaca 1, 3, 5, etc.
se tratan con solucidon de urea tras la incubacion de las muestras, mientras que los de las tiras de
microplaca 2, 4, 6, etc. se tratan con PBS.

Los pocillos pueden ser desprendidos individualmente de cada tira de microplaca: Esto permite cuadrar
el numero de sustratos usados para el ensayo con el nimero de muestras a examinar, y evitar asi el
desperdicio de reactivos.

Los dos controles positivos con anticuerpos de alta avidez y anticuerpos de baja avidez sirven como
controles internos para establecer la fiabilidad del proceso de ensayo.

Interpretacion de los resultados

Atencion:

Sélo se pueden obtener resultados fiables en el calculo de la avidez de los anticuerpos IgG si la
muestra del paciente contiene una concentracién de anticuerpos especificos significativa desde el punto
de vista diagndstico.

Generalmente, la determinacion del indice de avidez relativo no es util en muestras que tienen una
D.O. inferior a <0,140 después de la incubacion sin tratamiento con urea.

En algunos pacientes con infecciones agudas pueden encontrarse ya titulos muy elevados de
anticuerpos especificos de la clase IgG. Pese a que las poblaciones de anticuerpos IgG especificas
pueden ser tanto de alta avidez como de baja avidez debido a los diferentes grados de maduracion, los
epitopos antigénicos vacantes son ocupados predominantemente por anticuerpos de alta avidez en
muestras de titulo alto. En este caso, la determinaciéon de la avidez de la totalidad de la poblacion de
anticuerpos IgG especificos puede arrojar valores IAR falsamente elevados.

Se han encontrado valores |AR falsamente elevados en algunos casos de infecciones agudas, cuando
los valores de extincion de la medicion de IgG sin tratamiento con urea fueron superiores a >1,200.

Para muestras con valores de extincién superiores a >1,200, se recomienda repetir la determinacion de
la avidez a una dilucion mayor de la muestra (p.ej,. 1:401). Si se determina una baja avidez de los
anticuerpos IgG ya con valores de extincion superiores a >1,200, no es necesario hacer mas pruebas.
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Instrucciones para el calculo del indice de avidez relativo (IAR):

La presencia de anticuerpos de baja avidez en una muestra de paciente queda demostrada si la
extincion medida en el ELISA se reduce considerablemente tras el tratamiento con urea. Para una
interpretacion objetiva, a partir de los valores medidos con y sin tratamiento con urea se calcula el
indice de avidez relativa (IAR) se calcula y expresa en porcentaje.

Extincion de la muestra con tratamiento de urea x 100
Extincion de la muestra sin tratamiento con urea

= indice de avidez relativa (RAI) en %

El limite superior del rango de anticuerpos de baja avidez (punto de corte) recomendado por
EUROIMMUN es del 40% IAR. Los valores inferiores al punto de corte especificado son indicativos de
anticuerpos de baja avidez, los valores entre 40% y 60% IAR se consideran como resultado dudoso y
valores por encima del 60% como indicativo de anticuerpos de alta avidez. Si el resultado se clasifica
como dudoso, se recomienda realizar una nueva toma de muestras al cabo de como minimo una
semana y repetir el ensayo junto con la primera muestra.

IAR <40%: indicativo de anticuerpos de baja avidez
IAR 40% - 60%: rango dudoso
IAR >60%: indicativo de anticuerpos de alta avidez

Para el diagnostico debe tenerse siempre en cuenta, ademas del resultado seroldgico, el cuadro clinico
del paciente.

Caracteristicas del ensayo

Interferencias: Las muestras hemoliticas, lipémicas e ictéricas no revelaron interferencias en este
ensayo EUROLINE hasta una concentracion de 10 mg/ml de hemoglobina, 20 mg/ml de triglicéridos y
de 0,4 mg/ml de bilirrubina.

En total se analizaron 104 sueros de pacientes con los siguientes cuadros clinicos:
10 pacientes con infeccion por sarampion aguda registrada clinica y serolégicamente
14 pacientes con una infeccion por VEB aguda y la consiguiente estimulacion policlonal
29 donantes de sangre sanos
44 pacientes con vacunacion SPR mas de 6 meses atras

7 pacientes con SSPE tras la infeccidén por sarampion

En estos grupos, los pacientes con infecciones agudas presentaron un IAR medio del 13%, mientras
que todos los demas pacientes que no sufrian sarampion en forma aguda, un IAR >80%.

IAR promedio de anticuerpos IgG contra virus de sarampion
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Significacion clinica

El virus del sarampién (VS) es uno de los morbilivirus que mas sencillo resulta identificar. Este grupo
de virus pertenece a la familia de los Paramyxoviridae [1]. Los virus del sarampién no disponen de
ningun reservorio animal. Provocan una enfermedad aguda y febril que se presenta principalmente en
la infancia y es muy contagiosa [2, 3]. La cifra de casos mortales relacionados con el sarampién a nivel
mundial ascendia en 1999 a 873.000 al afio [1, 4, 5]. Hoy en dia, esta enfermedad es menos frecuente
gracias a las vacunaciones preventivas que se han realizado, especialmente en Europa occidental
[6, 7]. Sin embargo, en algunos paises todavia se registran epidemias de sarampion [2, 3, 4, 5, 6, 8, 9].
Las personas infectadas muestran un amplio abanico de sintomas clinicos; el cuadro de la enfermedad
abarca desde una infeccion caracteristica, leve y autolimitada hasta un curso que puede resultar mortal
[1, 2, 8, 10].

Las infecciones por sarampién tienen un periodo de incubacion de aproximadamente 10 dias y se
caracterizan por sintomas similares a la gripe como fiebre, malestar, catarro en las vias aéreas
superiores, tos, congestion y conjuntivitis. Al poco tiempo de desarrolla la erupcion cutanea, un
exantema tipico del sarampion, inicialmente en las orejas y posteriormente en la frente, en la cara y en
el resto del cuerpo [1, 5, 8, 11].

Entre las complicaciones relacionadas con la infeccidon por sarampién que pueden aparecen se incluyen
neumonias bacterianas secundarias, otitis media (aprox. 1%), encefalitis (aprox. 1%), miocarditis,
abortos y la denominada panencefalitis esclerosante subaguda (PEES) [5, 12, 13]. Entre los factores de
la otosclerosis se incluyen las infecciones persistentes por sarampion de la capsula ética 9, 14]. Los
anticuerpos contra el sarampion de la clase IgG presentan una especificidad y sensibilidad elevadas
para el diagndstico seroldgico de la pérdida de la audicion otosclerética. [15]. La PEES es una
enfermedad progresiva, y por lo general de evolucién mortal, del cerebro que se contrae a partir de las
infecciones por sarampion. Aparece aproximadamente a los 7 a 10 afos tras la infeccion y conduce a la
muerte en un plazo de 3 afios tras el inicio de la enfermedad. Los pacientes sufren trastornos de
conducta, pérdida cognitiva, trastornos de la vista y finalmente sintomas neurolégicos avanzados como,
por ejemplo, fuertes convulsiones hasta un grave deterioro fisico y psiquico, que finalmente conduce a
la muerte [13]. La enfermedad se presenta con mayor frecuencia en los hombres.

Los datos anteriores muestran que la cifra de PEES producidas por sarampion se ha menospreciado
[12]. Los datos actuales oscilan entre 6,5 y 11 casos de PEES por cada 100.000 enfermos de
sarampion. Esta cifra es entre 7 y 13 veces mas alta que las estimaciones anteriores [1, 9, 12].

6
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Se han realizado estudios sobre mujeres con una infeccién aguda por sarampion durante el embarazo
sin anticuerpos especificos para el sarampion, p. ej. en Japodn, la India, Tailandia, Kenia y Brasil:
3 de cada 4 embarazos terminaron con un parto prematuro, un aborto espontaneo o el alumbramiento
del recién nacido fallecido; 2 de cada 4 recién nacidos presentaron una infeccion congénita por
sarampioén y presentaron anticuerpos IgM [5].

Los anticuerpos contra los virus del sarampion pueden detectarse en el suero de la practica totalidad de
los pacientes durante y una vez cursada la enfermedad. Los anticuerpos IgM se desarrollan al poco
tiempo de la aparicion de los primeros sintomas y se pueden detectar mediante ELISA y el ensayo de
inmunofluorescencia indirecta (IIFT) [16, 20, 21, 22]. En el 50% de los pacientes los anticuerpos IgM se
pueden detectar a los tres dias del comienzo de la enfermedad, y en el 90% de los pacientes en un
plazo de 10 dias tras la aparicion de la erupcion cutanea [15, 17]. El ELISA Anti virus del sarampion IgM
presenta una sensibilidad elevada y permite un diagnéstico serolégico de la infeccion por sarampion
mas rapido que otros ensayos [15, 18, 19]. Las infecciones por sarampion provocan con frecuencia un
aumento del numero de anticuerpos heterdlogos. La tasa de deteccion de anticuerpos calculada
estadisticamente es considerablemente mas elevada al utilizar ELISA y el IIFT que con pruebas de
neutralizacion [16, 20]. Los anticuerpos IgM e IgG contra virus del sarampidén son marcadores fiables si
se sospecha que existe una infeccion por sarampion.

El diagndstico de una mielitis o encefalitis provocada por el sarampién se realiza mediante la deteccién
de los anticuerpos contra el sarampioén en el liquido cefalorraquideo [23, 24, 25, 26]. Estos anticuerpos
especificos se sintetizan en el cerebro [24]. Gracias al cociente de suero/liquido cefalorraquideo (LSQ)
se puede diferenciar en el liquido cefalorraquideo entre una fracciéon de anticuerpos sintetizada en el
suero y una patoldgica, sintetizada intratecalmente, teniendo en cuenta las modificaciones individuales
de la barrera hematoencefalica [24, 25, 26, 27]. Por este motivo es necesario analizar los anticuerpos
contra el sarampion tanto en el liquido cefalorraquideo como en el suero con el ELISA. Durante una
mielitis o encefalitis derivada del sarampidn se produce una sintesis de anticuerpos contra el sarampién
en el liquido cefalorraquideo. Dado que los anticuerpos especificos pueden llegar al liquido
cefalorraquideo desde el suero atravesando la barrera hematoencefalica mediante el proceso de
difusion, es necesario determinar el cociente relativo de liquido cefalorraquideo/suero (LSQrel.,
sindénimo: indice de especificidad de anticuerpos) [24, 25, 26]. EI LSQrel. se calcula como proporcion de
anticuerpos IgG del sarampion especificos de la IgG total del liquido cefalorraquideo con respecto a la
proporcion de anticuerpos IgG especificos en la IgG total del suero. En la conversién se pone el
cociente de liquido cefalorraquideo-suero de las concentraciones de anticuerpos IgG especificas del
patogeno LSQesp. pat. (IgG) en relacién con el cociente de liquido cefalorraquideo-suero de las
concentraciones de IgG total LSQtot. (IgG) [27]. Por consiguiente, un valor LSQ relativo superior a
1,5 indica que en el SNC se producen anticuerpos especificos y por tanto existe una afectacion del
SNC [25, 26].

En especial, debido a las complicaciones tipicas del sarampion, en Alemania la Comisién permanente
sobre vacunas recomienda la vacunacion en el Instituto Robert Koch (STIKO), un instituto federal
dentro del ambito de competencias del Ministerio aleman de Salud, de los nifios pequeios, es decir, los
primeros con edades comprendidas entre los 11 y 14 meses y los segundos con edades comprendidas
entre 15 y 23 meses [2, 4, 10, 11]. La vacunacion permite una actividad de neutralizacién y la
persistencia de los anticuerpos [6, 15].

Por lo general, se desarrolla una inmunidad de por vida. Sin embargo, los titulos de anticuerpos en
suero tras la vacunacién también son entre 8 y 10 veces mas bajos que en los sueros de pacientes
convalecientes [6, 19, 28]. En personas seronegativas inmunosuprimidas, tales como pacientes con
tumores y receptores de trasplantes, asi como tras la exposicion de embarazadas seronegativas, esta
indicada una inmunizacién pasiva con concentrados de inmunoglobulina especificos.

La oficina regional de Europa de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha establecido como
objetivo erradicar por completo el sarampidn en los proximos afios en Europa mediante unas campafias
de vacunacion que abarquen por completo este territorio [4, 9, 10]. Cabe esperar una disminucién de la
cifra de enfermedades manifiestas y, en especial, una evolucion mas grave de la enfermedad. Para el
diagnostico de las enfermedades residuales y para las infecciones por sarampién importadas de fuera
de Europa, asi como para la explicaciéon de las evoluciones atipicas de la enfermedad en pacientes
parcialmente inmunizados, la deteccion de anticuerpos en el suero y el liquido cefalorraquideo adquirira
una mayor importancia [3, 5, 8, 9].
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