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Identificacion de infeccion primaria y secundaria al virus de la rubéola
mediante la deteccion de la avidez de la IgG en muestras de un brote
en el 2004 en Cuba
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La rubéola es una enfermedad infectocontagiosa que afecta a nifos y adultos jévenes, y cuando esta se produce
en el primer trimestre del embarazo ocasiona malformaciones congénitas en el feto. En el Laboratorio Nacional
de Referencia de Sarampion, Rubéola y Parotiditis del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri", se realizé la
deteccion del indice de avidez relativo (IAR) de la IgG en 15 pares de sueros correspondientes a igual nimero de
pacientes adultos que enfermaron durante un brote de rubéola ocurrido en dos provincias de Cuba en el 2004, los
cuales fueron positivos a anticuerpos de tipo IgM especificos al virus, y en algunos se encontré seroconversion o
un aumento de cuatro veces el titulo entre los sueros de la fase aguda y convaleciente con la técnica de inhibicién
de la hemaglutinacién. En 13 (86,6%) de los pacientes estudiados se detecté infeccién primaria, mientras que en
dos (13,3%) de ellos la infecciéon fue secundaria. La deteccién de la avidez de la IgG constituye un método
alternativo Util para distinguir una infecciéon primaria de una secundaria al virus de la rubéola y fortalece el
diagnéstico de esta enfermedad en Cuba.
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Introduccion la deteccion de la IgM, tal como la determinacion de la avidez

. . de los anticuerpos de tipo 1gG (3,4).
La rubéola es una enfermedad exantematica aguda, leuerp ipo 19G (3,4)

generalmente moderada que se manifiesta por una erupcion
maculopapular, linfadenopatias y fiebre no muy elevada.
Afecta a ninos y adultos jovenes, es capaz de ocasionar el
sindrome de rubéola congénita (SRC) y, cuando se presenta
en una mujer susceptible durante el primer trimestre del
embarazo, trae graves implicaciones para el feto (1,2).

En 1984 se introduce el término avidez en la practica clinica,
aplicandose a los sistemas tipo ELISA y a la inmuno-
fluorescencia, métodos que permiten diferenciar una infeccion
reciente de una residual. La determinacion de la avidez de la
IgG en el suero muestra su gran utilidad en el diagnéstico de
las enfermedades virales, bacterianas y parasitarias,
fundamentalmente en las mujeres embarazadas, donde se
necesita conocer si la infecciéon ocurre antes o durante la
gravidez (4,5).

El diagndstico seroldgico de la infeccion por el virus de la
rubéola se realiza casi siempre a través de la deteccién de
los anticuerpos de tipo IgM e IgG, pero los anticuerpos de
clase IgM pueden estar presentes ante una reinfeccion, lo
que dificulta la interpretacion de si se trata de un caso primario
o secundario (2).

En Cuba, en el ano 2004, tras mas de 10 afios de no notificarse
casos de rubéola, se produce un brote de esta enfermedad
en una poblacién adulta, que por la edad que tenian los casos
estos debian estar vacunados contra la rubéola o padecian
la infeccion natural. Con el objetivo de confirmar si se trataba
de una infeccién primaria o secundaria al virus de la rubéola,
se realizé la deteccion de la avidez de los anticuerpos IgG en
el suero de estos pacientes.

Laincorporacion de la vacuna triple viral (sarampién, rubéola
y parotiditis) al programa de inmunizacién de muchos paises
y la meta de eliminacién de la rubéola/SRC en el mundo,
reduce de forma considerable la incidencia de infeccién por
este virus y crece la reactividad inespecifica a la IgM, lo que
ocasiona una disminucién del valor predictivo positivo de los

ensayos de tipo IgM y comienza la deteccién de resultados Materiales y Metodos

falsos positivos. Esta situacion conduce a laimplementacion Muestras

de técnicas de laboratorio que permitan distinguir entre una

respuesta primaria y una reinfeccién, mediante la En el presente estudio se investigaron 15 pares de sueros
incorporacion de un método alternativo o complementario a pertenecientes a igual nimero de pacientes que enfermaron
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con el virus de la rubéola en un brote ocurrido en dos
provincias de Cuba (Santiago de Cuba y La Habana) en el
ano 2004. El estudio se realizé en el Laboratorio Nacional de
Referencia de Sarampién, Rubéola y Parotiditis, del Instituto
de Medicina Tropical "Pedro Kouri", donde se recepcionaron
y conservaron las muestras a -20 °C hasta el momento de su
procesamiento.

Deteccion de anticuerpos de tipo IgM al virus de
la rubéola

Se empleé el estuche comercial Enzygnost antirubella IgM,
Dade Behring (Marburg, Germany), basado en el principio de
captura de anticuerpos, el que se utilizé6 siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Técnica de Inhibicion de la Hemaglutinacién (IH)
para la deteccion de anticuerpos al virus de la
rubéola

Para la realizacion de esta técnica se aplico el método descrito
por Gershon y Krugman en 1979, en el cual se consideraron
positivas al virus de la rubéola aquellas muestras de suero
que presentaron una seroconversién o aumento del titulo
del segundo suero cuatro veces 0 mas con respecto al primero

(6)-

ELISA para deteccion del indice de avidez
relativo (IAR, porcentaje de avidez) de los
anticuerpos de tipo IgG al virus de la rubéola

Para medir la avidez de la IgG se empled el estuche comercial
Avidity Anti-Rubella ELISA (IgG) (EUROIMMUN, Medizinische
Labordiagnostika AG, Holanda), con un principio indirecto y
en el cual se siguieron las instrucciones del fabricante.

Atodos los pocillos de la placa de reaccion se les adicionaron
100 uL de las muestras a estudiar y en la misma se realizé la
técnica ELISA, de manera convencional y anadiendo 200 uL
de una solucién de urea entre la incubacién de la muestra'y
la adicién del conjugado (anti IgG humana marcada con
peroxidasa), en hileras alternas.

Seincubd 1 ha 37 °Cy después de realizar los lavados con el
tampon fosfato suministrado en el estuche, se aplicaron
100 uL del cromégeno TMB/sustrato y se incubd durante
15 min a temperatura ambiente (20-25 °C), protegido
de laluz. Posteriormente, la reaccion se detuvo con la solucion
de parada.

La lectura se realiz6é con los filtros de 450 y 620 nm como
referencia, en un lector de ELISA (Reader 25, Biomérieux).

El IAR se calculé dividiendo la densidad 6ptica (DO) de la
muestra tratada con urea, entre la DO de la muestra sin tratar
y luego se multiplicé por 100.

Interpretacion de los resultados

El limite superior del rango considerado como anticuerpos
de baja avidez (valor de corte) recomendado en el estuche
fue de 40%. Valores de IAR por debajo del corte recomendado
indicaron la presencia de anticuerpos de baja avidez (< 40%);
resultados entre 40 y 60% se interpretaron como moderados
y los valores por encima de 60% se consideraron como de
alta avidez.

A las muestras que después de tratadas presentaron una
DO por debajo de 0,150, no se les realiz la deteccion del
IAR, y se consideraron como no detectables (ND).

Criterio de infeccién primaria: Aquellos casos donde el
valor del IAR fue moderado, por debajo del valor limite o no
se pudo detectar.

Criterio de infeccién secundaria: Aquellos casos donde
el valor del IAR fue mayor de 60%.

Definiciéon de infeccién primaria: Cuando el individuo
se expuso por primera vez al virus de la rubéola, ya sea por
infeccién natural o por vacunacion (7).

Definicion de infeccion secundaria (reinfeccién):
Cuando después de que se produjeron los anticuerpos contra
el virus de la rubéola por enfermar naturalmente o por la
vacunacion, los anticuerpos disminuyen significativamente
después de transcurrir varios anos. Cuando el individuo se
expone de nuevo al virus se vuelve a infectar, pero
generalmente con menor intensidad (7).

Resultados

En la Tabla se muestra la presencia de anticuerpos de tipo
IgM, IH y el IAR de la IgG, en los 15 pares de sueros de los
pacientes que enfermaron en el brote del afio 2004.

La respuesta de anticuerpos de tipo IgM fue positiva en todos
los sueros (100%): el 73,3% (11/15) de las muestras present6
seroconversién o aumento del titulo cuatro veces o mas del
segundo suero con respecto al primero con la IH, mientras
que en el primer suero de 11 (73,3%) de los 15 casos no se
pudo determinar el valor del IAR, por ser la DO inferior a 0,15;
en 2 (13,3%) el IAR fue bajo (< 40%) y en los otros 2 (13,3%)
fue alto (> 60%).

En las segundas muestras los valores de IAR variaron y
aquellos que al inicio fueron ND (11) pasaron a ser: altos,
3 casos (27,3%), moderados, 5 (45,5%) y bajos, 3 (27,3%).

Al realizar el analisis de los resultados obtenidos se considerd
que 13 (86,6%) de los casos estudiados presentaron una
infeccién primaria y dos de ellos tuvieron una rubéola
secundaria (casos 12y 14).
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Tabla 1. Resultados de la IgM, IH, y la avidez a la IgG en los pares de sueros estudiados.

Casos Primeray ELISA/IgM Resultado IAR IAR Clasificacion
segunda Sueros pares IH Primera Segunda de la
muestra muestra muestra Infeccién
(dias)

1 5/24 Pos/Pos <10/80 ND alta avidez Primaria
2 3/40 Pos/Pos 10/40 ND alta avidez Primaria
3 5/28 Pos/Pos 10/80 ND moderado Primaria
4 5/13 Pos/Pos 20/40 ND baja avidez Primaria
5 714 Pos/Pos 40/40 ND baja avidez Primaria
6 5/23 Neg/Pos 10/40 ND moderado Primaria
7 714 Neg/Pos <10/20 ND baja avidez Primaria
8 5/21 Pos/Pos 10/40 ND alta avidez Primaria
9 317 Pos/Pos 20/80 ND moderado Primaria
10 4/11 Pos/Pos 40/80 ND moderado Primaria
11 5/12 Pos/Pos 20/40 baja avidez baja avidez Primaria
12 5/12 Pos/Pos 10/40 alta avidez alta avidez Secundaria
13 6/39 Pos/Pos 10/40 baja avidez alta avidez Primaria
14 8/27 Pos/Pos 20/320 alta avidez alta avidez Secundaria
15 3/22 Pos/Pos 10/40 ND moderado Primaria
Leyenda: ND: No determinado (DO < 0,15) ; IAR: indice de avidez relativo; Pos: Positivo; Neg: Negativo
La edad promedio de los pacientes fue de 31,7 afios, todos
presentaron manifestaciones clinicas de rubéola y a pesar
L IAR (%)
de que reportaron haber recibido la vacuna monovalente de
rubéola o la triple viral, esta informacién no pudo verificarse 1401
por no contar con la tarjeta de vacunacion. 120+
1004 o =
Se muestra la distribucién de los valores de los IAR de los 80- ¢ u Alte Avidez
primeros y segundos sueros de los pares estudiados, donde - .
/. . . 7 Gc
el mfayor numero de las segundas muestra.s se distribuyé por _"Ll... Aol
encima de 40% del valor del IAR, incluso algunas .1/ T EERPRRRRD S SLERERRE TP PPPIRTD T R
sobrepasaron el 60%. 20- . " Baja Avidez
. .z ——— - -SRI T DO
Sueros Sueros
Una vez que los anticuerpos se producen, las células B
permanecen en la circulaciéon y son responsables de la IAR: Indice de Avidez Relativo
DO: Densidad Optica

respuesta de memoria ante una nueva exposicion a ese
mismo antigeno, produciéndose un incremento en el IAR de
la IgG, lo que hace a esta prueba muy util para diferenciar
entre una infeccién primaria o secundaria (8).

A pesar de que los pacientes estudiados expresaron haber
recibido la vacuna contra la rubéola cuando tenian un afio de
edad o en alguna de las campanas de vacunacion realizadas
en Cuba contra este virus, la presencia de anticuerpos de
tipo IgM, asi como la ausencia o baja avidez de los anticuerpos
IgG en el primer suero obtenido de la mayoria de los casos,
sugirié que los mismos padecieron una infeccién primaria.

En los casos 12 y 14 (de 26 y 56 anos de edad,
respectivamente), cuya respuesta de anticuerpos se elevé
entre el primer y segundo suero con la IH y el IAR fue alto.

Fig. 1. Distribucién de los pares de sueros estudiados de
acuerdo con el valor del IAR.

Se considerd que tenian una infeccion secundaria, la que
pudo producirse por pérdida de los anticuerpos frente a la
rubéola, ya que la vacuna se aplico en etapas tempranas de
lavida (al ano de edad) o en el caso 14, por una disminucién
de los anticuerpos, después de muchos anos de haber
enfermado de forma natural.

Todos los individuos estudiados presentaron anticuerpos de
tipo IgM en ambos sueros. Algunos autores plantean que la
evidencia de reinfeccion se expresa con el aumento de los
anticuerpos de memoria ante una nueva exposicion al virus,
lo que puede acompanarse o no de una respuesta positiva
delalgM, la cual por lo general es débil, produciéndose picos
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muy reducidos de la misma que generalmente no se captan
por los sistemas seroldgicos empleados (9, 10).

En el caso de brotes, el aumento de la IgM compatible con
una historia epidemioldgica confirma la positividad de
infeccion. Sin embargo, una respuesta IgM positiva puede
encontrarse durante las seis primeras semanas de la infeccion
y persistir hasta 3 0 12 meses después de iniciarse los
sintomas, observandose un aumento en el rango de
deteccién en la fase convaleciente (11, 12).

En los casos 4, 5, 10 y 11, al realizarse la IH no hubo un
cambio significativo en el titulo de los anticuerpos entre el
primer y segundo suero, resultado quizas vinculado con un
intervalo de coleccién menor a 15 dias entre la primera y
segunda muestra del suero.

Clasicamente, la infeccion o reinfeccion con el virus de la
rubéola, se determina a través del incremento del titulo de
los anticuerpos IgG en sueros pareados, donde el segundo
suero se extrae entre los 15 y 21 dias después del primero.
En la mayoria de las muestras estudiadas, los anticuerpos IH
mostraron seroconversién o aumento del titulo cuatro veces
o mas del segundo suero con respecto al primero. Tipples en
2011 plantea que para interpretar los resultados obtenidos
en los estudios seroldgicos, donde se realiza la titulacion de
anticuerpos, se necesita tener en cuenta el momento de
coleccion de la muestra, ya que cuando el primer suero se
obtiene varios dias después de iniciados los sintomas y el
segundo entre los 10 y 14 dias después del primero, puede
no producirse un aumento significativo en el nivel de
anticuerpos entre unay otra muestra (3).

En los pacientes cuyo IAR del primer suero no se determiné o
este fue bajo, se observé un incremento en el valor de la
avidez de la IgG cuando el tiempo de recoleccién transcurrido
tras la primera y segunda muestra fue mayor de 20 dias.
Algunos autores expresan que el cambio del porcentaje de
avidez de bajo a alto ocurre entre 100 a 150 dias después de
iniciada la infeccion. Sin embargo, otros afirman la deteccién
de altos indices en muestras de suero tomadas entre el tercer
y el dia 26 de la fecha del inicio de los sintomas (11, 13).

En los casos 12y 14, clasificados como infeccién secundaria,
el valor del IAR fue alto en ambos sueros. La avidez de los
anticuerpos estriba en su fortaleza de unién con el antigeno
y se considera que una vez obtenido un alto porcentaje de
avidez, el mismo no se modifica a lo largo de la vida del
sujeto, independientemente de las oscilaciones que se
produzcan en el nivel de los anticuerpos como consecuencia
de reinfecciones o reactivaciones (14, 15).

Se plantea que la avidez de la IgG para neutralizar al antigeno
viral se incrementa rapidamente después de la infeccion
primaria y que es mucho mas lenta después de la vacunacion,
manteniendo un valor moderado durante un periodo
prolongado (meses) y las variaciones en el rango de baja a

alta avidez esta condicionada por factores tales como: el
sistema inmune del paciente, la fecha de toma de la muestra
y del inicio de los sintomas, la técnica empleada, la
preparacién del antigeno para el estudio, la concentracién
del reactivo que actliia como disociante e incluso el método
para realizar el calculo de los resultados (16, 17).

La deteccién de la avidez de la IgG mostré ser una técnica
util, no solo en el diagnéstico de diferentes enfermedades
donde se desea conocer si se produjo una infeccién primaria
o secundaria, sino también en aquellas donde las
manifestaciones clinicas son poco especificas, no hay
respuesta aparente de la IgM y se produce una aparicion
precoz de la IgG, sin seroconversion demostrable o cuando
laIgM es positiva a uno o varios virus, por lo que se recomienda
su inclusiéon en los laboratorios como complemento de la
deteccion de la IgM, ante la posibilidad de que la positividad
de este anticuerpo no se deba, precisamente, a una infeccion
primaria, sino a una recurrencia clinica o a un estimulo
policlonal inespecifico (18, 19).
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Identification of primary and secondary infection to rubella virus by the detection of
IgG avidity in samples of an outbreak occurred in 2004 in Cuba

Abstract

Rubella infectious diseases affect children and young adults and when they occur during the first trimester of
pregnancy, cause congenital malformations in the newborn. In the National Reference Laboratory (NLR) of measles,
rubella and mumps from the Tropical Medicine Institute "Pedro Kouri”, the IgG Avidity Index (Al) detection was
carried out to 15 paired serum samples, which corresponded to same number of patients infected with this virus
in two Cuban provinces in 2004. The samples were positive to virus- specific IgM antibodies, in addition
seroconversion or an increase of > 4 fold of the titers in the sera of the acute and convalescence phase using the
hemagaglutination inhibition assay (HIA). The Al value showed a primary infection to rubella virus in 13 (86.6%) of
the patients studied, and a secondary infection in 2 (13.3%) of them. The IgG avidity antibody detection is a
reliable alternative tool for distinguishing between primary and secondary rubella virus infection and for strengthing

the diagnosis of this disease in Cuba.
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