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RESUMEN
La utilidad del empleo de hematies de especies sudamericanas de primates no humanos
durante pruebas de hemaglutinacién e inhibicién de la hemaglutinacién con virus sarampion
ha sido evaluada. El estudio se llevé a cabo en 18 meses, habiéndose iniciado a fines de 1995
y terminado a comienzos de 1897,

Se obtuvo muestras de sangre de primates en solucidn citratada, en la sede del instituto
de Investigaciones Tropicales y de Altura en Iquitos {IVITA)y en el Parque de las Leyendas en
Lima; el procesamiento se realizd en el Laboratorio de Virologia del Instituto Nacional de
Salud. Se analizaron muestras de 22 primates de 8 especies de la Amazonia peruana,
probandolos en paralelo con hematies patrén de monos Rhesus y Cercophitecus, por
hemaglutinacién con antigeno purificado de virus sarampién. Las especies Saimiri boliviensis
peruvianus y Sanguinus mystax exhibieron afinidad hemaglutinante con el virus, siendo ésta
parcial o incompleta y no persistente, con elusién espontdnea a los 30 minutos. Se hizo ensayos
de inhibicién de hemaglutinacién con sueros pareados de personas que estuvieron con
infeccion sarampionosa 10 a 15 dias antes de obtener la segunda muestra. No se recomienda
su empleo rutinario durante encuestas seroldgicas por IHA, dados los sesgos en lecturas e
interpretacién que podrian presentarse. '

Palabras claves: Hematies, primates, hemaglutinacién, sarampién.

ABSTRACT

The usefullness of red blood cells (rbc) of south-american non-human primates in
hamegglutination and the hemagglunation inhibition with measles virus was evaluated in an
18 months study finished at the earlier's in 1997

Primate blood samples were obtained in a citrated solution at the instituto de
Investigaciones Tropicales y de Altura (IVITA) in lquitos, and at the Parque Las Leyendas Zoo
in Lima. Samples obtained from 22 monkeys of 8 different species from the Peruvian Ama-
zon Region were tested in paraliel with standard rbe of Rhesus an Cercopithecus monkeys
through hemaggiutination with measles virus purified antigen. Rbc of the species Saimiri
boliviensis and Sanguinus mystax showed hemagglutinant affinity with the virus, being this
partial or incomplete and nonpersistent, with spontaneous elution after 30 minutes.
Hemagglutination inhibition assays were performed with paired sera samples obtainet from
patients suffering measles infection with a 10 to 15 days interval. The utilization of Peruvian
non-human primates rbc in IHA used for serological surveys is not recommended due to the
possible blases in reading and interpretation of results.
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INTRODUCCION

l anecesidad de contar conunatécnica . lencia de anticuerpos al sarampién, que
simplificada para estudios de preva-  pueda aplicarse en trabajos de campo y
con reducidos costos impulsé la idea de
' Laboratorio de virus inmunoprevenibles, Centro ntilizar hermaties de primates de] Peri en
Nac_wnal de‘ Laboratorios de Sa!ud_Pubhca,_ pruebas de inhibicién de la hemagluti-

Instituto Nacional de Salud, A.P. 451, Lima, Pert . . . .
nacién para el diagnéstico de sarampién.

. . .
= IVITA - Universidad Nacional Mayor de San .. . .
Marcos, lquitos - Peri, Los propésitos generales de la investiga-
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gacitn han sido estudiar la factibilidad del
empleo difundido de una técnica sencilla,
de alta especifidad y bajo costo para el
diagnéstico del sarampidn, posibilitandoel
empleo de recursos npaturales del pais
aplicados al drea de la saiud puiblica.

La hemaglutinacién es una prueba
biolégica que aprovecha la caracteristica
estructural v fisiol6gica del virus sarampidén
para evidenciarlo e identificarlo preliminar-
mente en ensayos sencillos y practicos de
laboratorio y para cuantificarlo con el
propésito de ser utilizado en prucbas
rutinarias de laboratorio; para elio se
requiere contar con fos hematies de los
primates correspondientes’.

Las pruebas de hemaglutinacién
{HA) ¢ inhibicién de la hemaglutinacion
(IHA) utilizadas desde los comienzos de
la moderna virologfa aprovechan la par-
ticular capacidad del virds de unirse a la
rembrana de los eritrocitos de ciertas
especies de primates y su contraparte
serolégica lo utiliza como un indice de
reactividad para la evaluacidn de niveles
de anticuerpos™ ™7,

Avn cuando se considera de baja
sensibilidad relativa en comparacién a
pruecbas de inmunpoensayo y neutrahiza-
cién, se le utiiliza en valoraciones de
tamizaje durante estudios epidemioldgicos
por su buen nivel de especifidad.

Los objetivos principales del estudio
fueron:

-Validar el empleo de hematies de
especies de primates no humanos de la
regién armazdénica peruana en pruebas de
hemaglutinacién para titelacién de virus
sarampidn.

-Estandarizar las pruebas de
hemaglutinacién e inhibicidn de la
hemaglutinacion para virus sarampidn,
empleando hematies de especies de primates
de la Amazonia peruana compardndolas
¢on hematies patrén.

~Validar el uso de hematies de
especies de prirnates no humanos durante
encuestas seroldgicas por prueba [HA.

-Estudiar la caracterizacion de
receptores presentes en la membrana de
los hematies utilizados.

MATERIALES ¥ METODOS

Se preparé antigeno de virus saram-
pién a partir de una cepa vacunal Enders
Lote 2, 1964, cxistente en ¢! laboratorio
propagada en cultivo celular VERO (rifién
de mono verde Cercophitecus aethiops)
con un titulo neutralizante de 1077, Se
empled el método por gradiente de den-
sidad de sucrosa para la purificacién y
concentracion de antigeno.También se
utilizé antigeno crudo obtenido de lisado
de cultivos celulares infectadas con virus
vacunal.

Sc¢ utilizé hematies de 22 individuos
pertenecientes a 8 especies distintas: Aotus
sp. Aotus nancyvimae, Lagotrix lagotri-
chia, Saimiri sciretts macrodon, Saimiri

- boliviensis peruvianus, Saimiri sp..

Suguinus mystax y. Saguinus fuscicoliis.

Los hematies patrén fueron obtenidos
por gestiones ante el Patronato del Parque
de Las leyendas, en donde se crian monos
de las especies Maccacus rhesus y
Cercophitecus aethiops, 1a obtencién de
sangre, estuvo a cargo de personal califi-
cado de las respectivas instituciones. Se
hizo por puncién venosa, previa aplicacion
de Ketalar® como tranquilizante obtenién-
dose de 2 a 4 mL de sangre total en tubos
con solucién anticoagulante estéril,

El transporte se hizo en condiciones
de frio moderado y protegidas de accibén
mecdnica. Se realizd la prueba de
hemaglutinacién por micrométodo em-
pleando vohimenes a la décima. Las
lecturas a la hora de incubaci6n a 37°C.

Para hematies de referencia se
chserva estabilidad de la reaccidn a 4°C
hasta por 12 hrs.
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Se hizo la prueba de inhibicién de
hemaglutinacién a 40 sueros previamente
probados por ELISA con IgG comercial.
20 de cllos pareados. El procedimiento
inchuy¢ tratamiento para remocidn de
inhibidores no especificos y aglutininas no
especificas.

RESULTADOS

En las tablas 1 y 2. se presentan los
resultados obtenidos en las pruebas
realizadas. La concentracidn del antigeno
con sucrosa incrementa en 35% el
rendimiento con relacién al antigeno crudo
seglin se deduce de los titulos obtenidos.

Se encontrd satisfactorio el manejo de
las variables independientes: concen-
tracidn del antigeno. Es necesario atin
efectuar mayores ajustes para las variables
suspensién de hematies y temperatura de
incubacién.

En primera instancia se observd
afinidad hemaglutinante diversificada para
con hematfes de varias de las especiex
ensayadas: Aofus nancymae, Saimiri
boliviensis peruvianus y Saimiri scireus
macrodon, y ligeramente para Lagotrix.
En una segunda ctapa, y en presencia de
hematies de referencia de Maccacus rhe-
sus y Cercophirtecus aethiops, se
encontré reproducibilidad Gnicamente para
Saimiri: ademds tambign la especie
Saguinus exhibi6 afinidad; motivo por el
que en un tercer ensayo se probaron las
especies Saimiri scireus macrodon,
Saimiri boliviensis peruvianus y
Saguinus mystax, observidose afinidad,
con elusién espontinea prematura, lo cual
sugiere gue la cinética de hemagiutinacién
sigue otro.

DISCUSION

Se ha reportado’” que recientes
aislamientos del virus sarampion no
aglatinan hematfes de mono verde
africano. Asimismo se ha observado
disminucidn de la capacidad hemagha-

tinante después de varios pasajes en

células VERQ. En un estudio™ se hizo una
prueba de inmunofluorescencia de la
membrana de las células infectadas,
revelando que la disminucion de la
actividad de union a los hematies del mono
verde africano no se debia a variaciones
en la expresion de la proteina
hermaglutinina sobre Ia superficie celular,
sino a la existencia de otra proteina viral
diferente que contribuye a la unidn del vi-
rus sarampidn a los hematies del mono
verde africano y gue probablemente
funcione también para otras especies de
hematies. En el caso de nuestra cepa, la
capacidad hemaglutinante del virus.
exacerbada por procedimicntos de
purificacidn de antigeno', es indudable.

La identificacidén para la unidn
hemaglutinina viral-receptor del hematie
se da a nivel de la molécuia CD46 o
proteina cofactor de membrana, ligada al
complemento™, ansente en hematies de
humanos pero presente de manera
andloga en jos hematies de primate, las
variaciones en la glicosilacion del
carbohidrato de esta glicoproteina
generard las diferencias en la afinidad para
ia unién reactiva. Para los primates
peruanos ésta se ha presentado de
manera diversificada e inestable.
probablemente debido a las diferencias en
la distribucién de la molécula andloga al
(D46 que se encuentra en las superficies
celulares de las diversas especies de
hematies de primates®,

Las lecturas deben realizarse en un
maximo de una hora a 37°C, observindose
importantes cambios en los patrones de
aglutinacién a tiempos mayores de
incubacién a la misma temperatura, lag
pruebas de inhibicién de la hema-
glutinacién (IHA) para sueros simples o
pareados detectan anticuerpes totales y
esenciatmente indican infeccién pasada o
contacto previo con virus vacunal o salvaje

_por parte de los individuos muestreados’.
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El empleo de sueros pareados tiene
significado diagndstico para infecciones
activas.

Habiéndose trabajado conun nimero
escaso de muestras, cuarenta sueros
comprobadamente positivos, negativos o
con valorés limite de anticuerpos a
sarampién, mediante prucbas ELISA IgG,
hallan su validez bdsicamente como
instrumentos para evaluacién de la utilidad
de los hematies durante pruebas IHA, en
lugar de servir para estimaciones
estadisticas.

Se han observado ciertas reacciones
inespecificas para algunos de los sueros
ensayados con hematies de Saimiri y
Sanguinus posiblemente ocasionadas por
pretratamiento insuficiente, evento que se

presenta en muy pocos casos.

Los titulos IHA para los sueros
probados fueron relativamente bajos,
comparativamente con los resultados por
ELISA, mas atin al emplear los hematies
de prueba, observandose reproducibilidad
de los resultados en las lecturas [HA para
casos de positivos fuertes y claramente
negativos, o cual verifica su buena

especifidad dentro de los valores limites,
pero se encuentran faltas de sensibilidad.

CONCLUSIONES

El presente estudio ha ratificado la
utilidad de fos hematies de monos del viejo
mundo, mantenidos en cautiverio, de las
especies Maccacus rhesus y Cercophitecus
aethiops, y ha despertado la expectativa
para su utilizacién rutinaria. En cuanto a
la utilizacién de los hematies de las
especies peruanas de primates de la
Amazonia, se considera posible, ya que se
ha observado afinidad, aunque inestable,
predominando los patrones de
hemaglutinacién parcial o incompleta, lo
cual puede ser debido a la escasa, desigual
o limitada distribucién de los receptores
CD46 u otros andlogos en las membranas
celulares de estos eritrocitos. En condicio-
nes controladas de tiempo de vida media
de 1a unién hemaglutinante (segiin cinética)
de hemaglutinacién, pueden ser utilizadas
en pruebas de titulacién de antigeno
sarampién, mas no en pruebas de inhibicién
de hemaglutinacién porque cabe la
posibilidad de captar falsos negativos en
casos de valores limite.

Tabla 1. Cuadro resumen consolldado de resultados de la prueba IHA para 40 suerosen 4

ensayos

Titulos de los sueros
Hematie <110 < 1:20 <1:40 < 1:80 < 1:160 «<1:320 < 1:640
de mono Total % Total % Total % Total % Total % Total % Total %
C. aethiops 19 475 0 - 5 125 5 125 6 125 6 150 0 -
M. rhesus 19 475 0 - 5 125 5 1258 7 175 4 100 0O -
S. boliviensis 20 500 1 250 11 2725 6 150 2 60 0O - 0 -
peruvianus
8. mistax 19 475 3 750 16 375 3 75 0 - 0 - 0 -
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Tabla 2. Prueba de Inhibicion de Hemaglutinacion para deteccion
del virus del sarampidn utilizando hematies de mono: efecto de las

dituciones det antigeno viral

Black FL, Measles active and passiva immunity
in a worlwide perspectiva. Prog. Mad. Virol. 1989,
38: 1-33

Brunnel, Phillip A, Measles conirol en the
1990s:Maasles serology. WHO/EPOIYGEN/90.4,

Cutts Fi., Henderson RH, elements CJ, Chen AT,

Principles of measies contrgl. Bulletin WHQ, 1891, ¢

Davig B. & Dulbecco R. Tratado de Microbiologia.
Cap. Virologfa, 3ra. ed. 1985.

Dorig RE, Marcil A, Chopra A, Richardson GD.
The human CD46 molecule is a receptor for
measles virus (Ed-monston strain). Cell 1083;
75:2985-305.

Evalugcion del Proyecto Peruanc de Primatologia
Manusl Moro Summo, lquitos-Peri, 1992,

Hematies de Dituciones del Antigenc Sarampidn purificado
mono S 12 14 18 16 CC
C. aathiops + - + +  (+} 0
8. scireus macrodon hembra codico 34 {+ o O g O o]
8. scireus macrodon hembra cddigo 200 (+) o 0 o 0 »)
8. boliviensis peruvianus cédigo 302 + W B B o o
8. mystax macho cédigo 159 * + # ) 0 o
8. boliviensis peruvianug hembra codigo 75 +) ¢ 0 o 0 8
8. scireus macrodon hembra codige 25 {+) o © o O O
S. mystax hembra codigo 3906 TES TR 5 TR © 5 TR £ 5 T 5 Q
8. mystax mache cédigo 83939 + (R) (4} o O O
S. boliviensis peruvianus macho codigo 1431 + + & + © )
S. bolidiensis perivianus hambra cddigo 50 + ) = 0O
M. rhasiis + + + + + {+)
8. scireus macrodon macho codige 20 +) () O o ¢ ¢
S. boliviensis peruvianus macho B253 + © 0O 0 0
+ Positive para Hemaglutinacion
(8} : Negative para hemaglutinacion
i+} : Debilmente Positive
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