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OBJETIVO. Comparar los métodos serolégicos empleados
por los laboratorios de la Red del Plan de Eliminaciéon del
Sarampion para el diagnéstico de la infeccion por virus del
sarampion, y para el diagnoéstico diferencial con otras
enfermedades exantematicas.

MATERIALES Y METODOS. Se ha establecido un panel de

20 muestras de suero de casos de enfermedad
exantematica (sarampion [12], rubéola [4], parvovirus

B19 [2] y dengue [2]), diagnosticados por deteccion de
inmunoglobulina M (IlgM) especifica. El panel se ha
enviado a los laboratorios de la Red.

RESULTADOS Y DISCUSION. Se han recibido respuestas de

20 laboratorios para IgM frente a sarampion, 19 realizadas
por enzimoinmunoanalisis (ELISA) y una por
inmunofluorescencia indirecta (IFl). La concordancia con el
laboratorio de referencia ha sido del 91,5%. Para IgM de
rubéola se han recibido respuestas de seis laboratorios
(todas obtenidas por ELISA) con una concordancia del
98,7%. Para IgM de parvovirus B19 se ha recibido
respuesta de 10 laboratorios (ocho realizaron ELISA y dos
IFl), con una concordancia del 94,6%. Ningun laboratorio
realizo diagnéstico de dengue.

ConcLusiOn. Algunos de los laboratorios de la Red deberian
revisar los métodos empleados para el diagnéstico de
sarampion. Por otra parte, se considera necesaria la
existencia de un laboratorio de referencia que sirva de
apoyo para la confirmacion de resultados, asi como para el
diagnostico de otros agentes exantematicos, cuando los
antecedentes epidemioldgicos asi lo requieran.
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“Al final del articulo se ofrece la relacién de los Componentes de la Red de
Laboratorios Autonémicos para el Plan de Eliminacién del Sarampion.
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Comparison of serological procedures used for the diagnosis
of viral exanthema in laboratories participating in the measles
elimination plan

OBJECTIVE. The comparison of serological methods used by
the laboratories participating in the Network for the
Elimination of measles to diagnose measles virus infection
as well as differential diagnosis with other exanthematic
diseases are compared.

MATERIALS AND METHODS. One panel of 20 serum samples
including measles (12), rubella (4), parvovirus B19 (2) and
dengue (2) infections was established. All cases were
diagnosed by detection of specific IgiVl. The panel was sent
to the laboratories of the Network. The results were
compared with those obtained at the reference laboratory.
ResuLTs AND Discussion. Regarding measles, IgiVl response
from 20 laboratories (19 by ELISA and 1 by indirect
immunofluorescence) was obtained, with an agreement of
91.5%. Related to rubella IgV], replay from 6 laboratories,
using ELISA, was received, with an agreement of 98.7%.
With respect to parvovirus B19 IgM, response from

10 laboratories (8 by ELISA and 2 by indirect
immunofluorescence) was obtained, with an agreement of
94.6%. Results about dengue virus were not reported by
any laboratory.

ConcLusioN. Some laboratories from the network should
review the methods used for the diagnosis of measles and
other exanthematic diseases. The results reassert the need
for a reference laboratory to support confirmation of the
results.

Key words: Measles. Specific IgiVl. ELISA. IIF.

Introduccion

En 1998, la Asamblea Mundial de la Salud estableci6 el
objetivo de la eliminacién del sarampién indigena de la Re-
gion Europea en 2007, para poder certificar su eliminacién
antes de 2010'. Con este propésito, en 2001 se puso en mar-
cha en Espania el Plan de Eliminacion del Sarampién?, en-
tre cuyos objetivos se incluye la confirmacién por el labora-
torio de los casos sospechosos, que permita la identificacién
de brotes y la deteccién de la circulacion del virus.
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De acuerdo con los criterios del Plan, se clasifican como
casos sospechosos de sarampioén los casos de exantema ma-
culopapular con fiebre alta, y que ademads cursan con al
menos uno de los siguientes sintomas: tos, coriza y conjun-
tivitis?. La confirmacion de casos de sarampion se realiza
mediante la deteccién de inmunoglobulina M (IgM) especi-
fica frente al virus, aproximacién que permite realizar el
diagnéstico de forma rapida en una sola muestra de suero,
tomada entre 3 dias y 4 semanas del comienzo de la enfer-
medad?. Existen diversos métodos para realizar la detec-
cion de IgM antisarampién, fundamentalmente de inmu-
nofluorescencia indirecta (IFI) y de enzimoinmunoanélisis
(ELISA). Por razones practicas, basicamente por la objeti-
vidad que proporciona en la interpretacion de resultados,
esta ultima técnica es la mas ampliamente empleada. Aun-
que existen dos aproximaciones metodolégicas diferentes,
ELISA indirecto y ELISA de captura, en la actualidad los
mas utilizados son los métodos indirectos, algunos de los
cuales han mostrado buenas caracteristicas de funciona-
miento*®. Por otra parte, es igualmente importante el diag-
nostico diferencial del sarampion con otras enfermedades
exantematicas, fundamentalmente rubéola y parvovirus
B19 (PVB19), cuyo diagnéstico se realiza de forma eficaz
mediante técnicas de ELISA%7.

En Espana existe la Red de Laboratorios Autonémicos
del Plan de Eliminacién del Sarampion, para el diagnésti-
co e identificacién de casos de sarampioén, y para el diag-
nostico diferencial con otras enfermedades exantematicas.
En lo que se refiere al diagnéstico seroléogico, 14 Comuni-
dades Auténomas (Aragén, Asturias, Baleares, Canarias,
Cantabria, Castilla y Leén, Cataluiia, Comunidad Valen-
ciana, Extremadura, Galicia, La Rioja, Madrid, Murcia y
Pais Vasco), asi como Melilla, tienen laboratorios desig-
nados, dos en el caso de Aragén y seis en la Comunidad
Valenciana. Tres Comunidades Auténomas (Andalucia,
Castilla-La Mancha y Navarra), asi como Ceuta, no tienen
designado laboratorio; esta funcién se realiza en el Centro
Nacional de Microbiologia (CNM) del Instituto de Salud
Carlos III. El objetivo del presente estudio ha sido compa-
rar los métodos para diagnéstico de sarampién y otras en-
fermedades exantematicas empleados por los laboratorios
de la Red de Laboratorios Autonémicos del Plan de Elimi-
nacién del Sarampion.

Métodos

Con el objetivo de comparar el rendimiento de los procedimientos
que emplean los laboratorios para el diagnéstico de sarampién y el
diagnéstico diferencial con otras enfermedades exantematicas, se ha
establecido un panel de 20 muestras de suero de casos de enfermedad
exantematica, incluyendo casos de sarampi6n (n = 12), rubéola (n = 4),
PVB19 (n = 2) y dengue (n = 2). Una muestra de sarampién también
mostraba reactividad IgM frente a PVB19. Dieciséis muestras mos-
traban IgG frente a sarampién, 15 frente a rubéola y 10 frente a
PVB19.

Las muestras que componen el panel proceden de casos de enfer-
medad exantemaética diagnosticados en el CNM, por deteccién de IgM
especifica. La IgM frente a sarampion y frente a rubéola se determi-
né6 por ELISA indirecto (Enzygnost, Dade Behring); y la presencia de
IgM frente a PVB19 y frente a virus dengue por ELISA de captura
(respectivamente Biotrin, Irlanda, y PanBio, Australia). Las determi-
naciones de IgG frente a sarampién, rubéola y PVB19 se han realiza-
do por ELISA indirecto (Enzygnost, Dade Behring para sarampién y
rubéola y Biotrin para PVB19). Cada alicuota consistié en 100 pl, dis-
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tribuyéndose a los laboratorios de la Comunidades Auténomas antes
citadas y a Melilla.

Resultados y discusion

Se ha obtenido respuesta de laboratorios de todas las
Comunidades Auténomas excepto de los de La Rioja y Me-
lilla. Dado que en Aragén hay dos laboratorios, y en la Co-
munidad Valenciana seis, se han recibido resultados de
19 laboratorios. En todos los casos, los resultados equivo-
cos obtenidos en los laboratorios participantes se han con-
siderado discrepantes.

Todos los laboratorios participantes determinaron IgM
frente a sarampion. Uno de ellos procesé las muestras con
dos ensayos, habiéndose por tanto recibido 20 respuestas.
Un laboratorio realizé IFI (Stellar), el resto realizaron de-
terminaciones por ELISA indirecto (Dade Behring [5]; Vir-
cell [4]; Virotech [2], Panbio [1], Virion [1] y Diasorin [1]).
Dos laboratorios procesaron s6lo 19 muestras; por tanto,
se ha recibido un total de 398 resultados. Los resultados se
han comparado con los obtenidos en el CNM, que ha ac-
tuado como Laboratorio de Referencia.

El 91,5% de los resultados recibidos concuerdan con los
del Laboratorio de Referencia. Los 10 laboratorios que em-
plean el método de Dade-Behring, el mismo que se ha em-
pleado en el Laboratorio de Referencia, han identificado
correctamente el 95,5% de las muestras. Los cuatro labo-
ratorios que emplean el ensayo de Vircell han identificado
de forma correcta sé6lo el 80% de las muestras, y los dos
que emplean el ensayo de Virotech, el 92,5%. El resto de
ensayos se han procesado en un solo laboratorio, por lo que
es dificil establecer las caracteristicas de su funciona-
miento. Sin embargo, es importante resaltar que todas
las muestras ensayadas por IFI han sido correctamente
caracterizadas, a pesar de ser ésta una técnica cuya inter-
pretacion esta sometida a la subjetividad de la lectura.

En la tabla 1 se muestran los valores de sensibilidad y es-
pecificidad obtenidos por cada uno de los laboratorios par-
ticipantes. Se observan diferencias importantes entre los la-
boratorios que emplean el mismo ensayo. Entre aquellos
que emplean el ensayo de Dade-Behring, la sensibilidad va-
ria entre el 75 y el 100%, manteniendo una especificidad del
100%. Estos resultados sugieren que algunos laboratorios
pueden tener ciertos problemas en los sistemas de pipetea-
do. En los laboratorios que emplean el ensayo de Vircell la
sensibilidad varia entre el 41,7 y el 100%, se observan
igualmente fallos en la especificidad, que varia entre el 75y
el 100%. Aparte de los posibles problemas de pipeteado an-
tes mencionados, los resultados obtenidos con el ensayo de
Vircell sugieren problemas del reactivo, que afectan tanto
a la especificidad como a la sensibilidad.

Nueve laboratorios determinaron IgG antisarampidn,
todos por ELISA indirecto (Dade-Behring [5], Vircell [2],
Virion [1] y Panbio [1]). Se han recibido un total de 178 re-
sultados. Los resultados se muestran en la tabla 2. Se ha
obtenido una concordancia del 79,8%, sensibilidad de 76,1%
y especificidad de 94,4%. Sélo el ensayo de Virion ha mos-
trado una concordancia absoluta con el laboratorio de re-
ferencia, aunque sélo se ha manejado en un laboratorio. Al
igual que se ha comentado mas arriba, se observan dife-
rencias entre los laboratorios que emplean el mismo ensa-
yo, fundamentalmente en lo relativo a la sensibilidad. La
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TABLA 1. Resultados IgM antisarampion obtenidos en cada
laboratorio participante

TABLA 2. Resultados IgG antisarampion obtenidos por técnica
y marca comercial

Lab Ensayo Concordancia | Sensibilidad | Especificidad N’ de Concordancia | Sensibilidad | Especificidad
(%) (%) (%) resultados (%) (%) (%)

A ELISA Dade Behring  19/20 (95) 11/12(91,7)  8/8 (100) Total 178 142/178 108/142 34/36

B ELISA DadeBehring 20/20(100) 12/12(100) /8 (100) (79.8) (76,1) (94,4)

C  ELISA Dade Behring 20/20 (100) 12/12(100)  8/8(100) ELISA Behring 98 857/95 Gng 210(;%0

D ELISA Dade Behring 19/19(100) 12/12(100)  7/7(100) ELISA Vircell 40 (2 A /;10) (18 /32) ; s )

E  ELISA Dade Behring  18/20 (90)  10/12(83,3)  8/8 (100) (60) (56,3) (75)

F  ELISA Dade Behring  17/20 (85) 9/12 (75) 8/8 (100) ELISA Panbio 20 12/20 8/16 4/4

G  ELISA Dade Behring 20/20 (100) 12/12 (100) 8/8 (100) (60) (50) (100)

H ELISA Dade Behring  18/20 (90) 10/12(83,3)  8/8 (100) ELISA Virion 20 20/20 16/16 4/4

I ELISADade Behring 19/20 (95)  11/12(91,7) /8 (100) (100) (100) (100)

J ELISA Dade Behring  20/20 (100) 12/12 (100) 8/8 (100) IgM: inmunoglobulina M; ELISA: enzimoinmunoanadlisis.

K  ELISA Vircell 13/20 (65) 5/12 (41,7)  8/8(100)

L  ELISA Vircell 16/20 (80)  9/12(75)  T/8(87,5) L o

M ELISA Vircell 18/20(90)  12/12(100)  6/8(75) ELISA, bien indirecto (Novum [1]) o de captura (Biotrin

N ELISA Vircell 1720 (85) 912 (75) 8/8 (100) [7']); y los dos restantfes hicieron IFI (Biotrin). Se ha ok?t(?-

X ELISA Virotech 1820(00)  12/12(100)  6/8 (75) gldo una concordancia del 94,6% (141/149), una sensibi-
] lidad del 69,6% (16/23) y una especificidad del 99,2%

O ELISA Virotech 19/20(95)  12/12(100)  7/8(87,5) (125/126). La baja sensibilidad obtenida se ha debido a

P ELISA PanBio 19/20(95)  12/12(100)  7/8(87,5) que una muestra de un caso de sarampién que adem4s

Q  ELISA Virion 16/20 (80) 8/12(66,7)  8/8(100) mostraba IgM frente a PVB19 no fue identificada como po-

R ELISA Diasorin 19/20(95)  12/12(100)  7/8(87,5) sitiva por ningin laboratorio, proporcionando 6 de los 7 re-

S IFI Stellar 19/19 (100)  11/11 (100) 8/8 (100) sultados falsos negativos'

IgM: inmunoglobulina M; Lab: laboratorio; ELISA: enzimoinmunoanalisis;
IFI: inmunofluorescencia indirecta.

causa mas probable de esto es que dado que la mayoria de
muestras proceden de casos agudos de sarampion en las
que las concentraciones de IgG son realmente bajas, pe-
quetios defectos de los sistemas de pipeteado pueden oca-
sionar probablemente resultados negativos falsos.

En relacién con las determinaciones de IgM frente a ru-
béola se ha recibido respuesta sélo de seis laboratorios, con
un total de 79 resultados. Esta baja respuesta esta proba-
blemente relacionada con el hecho de que muchos labora-
torios emplean métodos automatizados que requieren
gran cantidad de muestra, lo que ha hecho imposible su
ensayo. Todos los laboratorios determinaron las muestras
por ELISA, bien indirecto (dos laboratorios, ambos Dade
Behring), o de captura (cuatro laboratorios: Diasorin [2],
Biorad [1] y BioMérieux [1]). Se ha obtenido una concor-
dancia del 98,7% (78/79), con una sensibilidad del 100% y
una especificidad del 98,1% (54/55). Los resultados mues-
tran unos valores excelentes de sensibilidad y especifici-
dad, ya que sélo se obtuvo un resultado equivoco, clasifi-
cado como falso positivo, en una muestra IgM negativa
frente a rubéola, procedente de un caso de PVB19.

Solamente se han recibido resultados de IgG antirru-
béola de dos laboratorios, que emplean ELISA indirecto
(Biorad y Diasorin), totalizando 29 determinaciones. La
concordancia con respecto a los resultados de referencia
fue del 93,1% (27/29), 1a sensibilidad del 90,5% (19/21) y la
especificidad del 100% (8/8). La falta de sensibilidad fue
debida a que dos muestras positivas fueron incorrecta-
mente caracterizadas como negativas por el laboratorio
que empleaba el ensayo de Biorad.

En lo que se refiere a las determinaciones de IgM frente
a PVB19 se ha recibido respuesta de 10 laboratorios, con
un total de 149 resultados. Ocho laboratorios realizaron
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Se han recibido 39 resultados de IgG frente a PVB19 de
3 laboratorios. Todos los laboratorios empleaban ELISA
indirecto (2 Biotrin, y 1 Novum). La concordancia con res-
pecto a los resultados de referencia fue del 76,9% (30/39),
la sensibilidad del 71,4% (15/21) y la especificidad del
83,3% (15/18).

Probablemente, el diagnédstico diferencial con virus den-
gue va a constituir un aspecto importante cuando la pro-
duccién de casos autéctonos de sarampion se vea reducida,
por lo que se han incluido en este panel dos muestras pro-
cedentes de casos de esta enfermedad. Ninguno de los la-
boratorios participantes realiz6 determinaciones de IgM
frente a virus dengue. Sin embargo, de los 136 casos de sa-
rampién confirmados por el laboratorio en el afio 2001, seis
fueron importados®, y en alguno de estos casos la primera
sospecha diagnéstica fue la de infeccién por virus dengue.

Entre los objetivos contemplados en el Plan de Elimina-
cién del Sarampion?, se incluye la confirmacién por el labo-
ratorio de los casos sospechosos, para permitir de forma
rapida la identificacién de brotes y la deteccién de la circu-
lacién del virus. El objetivo de la distribucién de este panel
ha sido valorar comparativamente, frente a técnicas bien
establecidas, los métodos empleados para el diagnéstico de
sarampidn, asi como el diagnéstico diferencial con otras en-
fermedades exantematicas por los laboratorios que compo-
nen la Red de Laboratorios Autonémicos para el Plan de
Eliminacién del Sarampién, en lo que se refiere a la serolo-
gia. No existe un estandar de oro para el diagnéstico sero-
logico del sarampién. Por lo tanto, la eleccién como criterio
de referencia del método empleado en el presente trabajo
estd exclusivamente basada en experiencias previas®, como
un ensayo que reconoce de forma eficaz los casos de saram-
pion. La introduccion de un criterio alternativo, por ejem-
plo el consenso de todos los laboratorios, introduciria si
cabe un sesgo mayor, por el hecho de que un ensayo (en
concreto el mismo que se emplea en el laboratorio de refe-
rencia) ha sido empleado por la mayoria de laboratorios.
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En relacién con el sarampién, se ha obtenido una sensi-
bilidad relativamente baja (89,1%). Esto se debe en parte
a que, a efectos de realizar la comparacion, los resultados
equivocos obtenidos por los laboratorios participantes se
han considerado discrepantes en la presente evaluacion.
La préctica habitual que se sigue para realizar el diag-
néstico es estudiar una muestra de seguimiento que per-
mita confirmar, o descartar, el resultado equivoco. En
cuanto a PVB19, no se pueden sacar conclusiones definiti-
vas, debido fundamentalmente a la inclusién de una mues-
tra que mostraba una reactividad débil, que no ha sido
detectada en ninguno de los laboratorios participantes. El
diagnéstico de rubéola estd, por tltimo, resuelto de forma
excelente.

En lo que se refiere a las determinaciones de IgG, hay
que resaltar que la concordancia con el laboratorio de refe-
rencia ha sido muy baja en el caso de sarampidn; sélo tres
de los nueve laboratorios han identificado correctamente
las muestras estudiadas. Esto puede ser explicado tenien-
do en cuenta que tratdndose de muestras tomadas en la
fase aguda de la enfermedad, contienen concentraciones
bajas de anticuerpos, de forma que cualquier minimo de-
sajuste en el ensayo puede producir resultados falsos ne-
gativos. De cualquier forma, los ensayos para la determi-
naciéon de IgG son aplicables fundamentalmente para
determinar exposicién previa, y son de aplicacién de forma
muy restringida en el diagnéstico de la enfermedad, sélo
para confirmar la seroconversion frente al virus.

No ha sido el objetivo de este estudio valorar la sensibi-
lidad y especificidad de ensayos serolégicos individuales,
sino de los laboratorios del Plan de Eliminacién del Sa-
rampion. Por tanto, la obtencién de resultados distintos de
lo esperado no es sélo dependiente del reactivo empleado,
sino que pueden existir factores inherentes al laboratorio,
por ejemplo, los sistemas de pipeteado, de gran importan-
cia en el resultado obtenido.

Como conclusiones, algunos laboratorios deberian revi-
sar los métodos empleados para el diagnéstico de saram-
pion. Los resultados, por otra parte, justifican la necesidad
de un laboratorio de referencia que sirva de apoyo para la
confirmacion de resultados, asi como para el diagnéstico
de otros agentes exantemaéticos, cuando los antecedentes
epidemioldgicos asi lo requieran.
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