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INTRODUCCION

Por lo general, las encuestas
seroepidemiolbgicas se realizan en zonas
donde los medios de transporte y los set-
vicios publicos bisicos (incluso los de
energia eléctrica) suelen ser inadecuados,
y donde el clima presenta muchas varia-
ciones de temperatura y humedad. Bajo
tales circunstancias, la biisqueda de un
medio apropiado para la toma y el alma-
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cenamiento de muestras de sueto puede
representar un problema especial para los
investigadores.

Si las fallas eléctricas son fre-
cuentes o si no se dispone de recipientes
adecuados como congeladores, el alma-
cenamiento de suero congelado puede
entrafiar dificultades. Por otra parte, el
almacenamiento a largo plazo de especi-
menes de suero congelado en tubos de
ensayo hace que las proteinas se deposi-
ten en el fondo de los tubos. La turbidez
de la muestra sometida a solubilizacién
indica que se ha producido un cietto
grado de desnaturalizacidén proteica. Este
hecho se observa comiinmente en los la-
boratorios de serologia de todo el
mundo.

Cuando se agregan a las
muestras de suero cantidades iguales de
glicerina neutra, se evita la congelacién y
se pueden mantener las proteinas en so-
lucién aun a temperaturas tan bajas
como — 20 °C: ademais se crea un efecto
bactericida que impide la contaminacién
bacteriana (7). Por lo tanto, las muestras
de suero diluidas con glicerina se pueden

Bol Of Sanit Panam 100(2), 1986

—
3%}
D



1

Bo! Of Sanit Panam 100(2), 1986

W
(=]

transportar a largas distancias sin que ex-
perimenten ninguna alteracién (2).

La liofilizacién no protege las
muestras de suero contra la desnaturali-
zacién. Segin la temperatura de alma-
cenamiento, los primeros agregados en
formarse son los 10S de la gammaglobu-
lina, seguidos por los agregados 58, y la
concomitante disminucién de la concen-
tracién del componente 10S, como lo
han informado James ez 4/. (3). Dichos
cambios se deben a la activacién de enzi-
mas proteoliticas (tales como la plas-
mina) que estan presentes en la muestra
(4) y que actian sobre la regién C-termi-
nal de la molécula del anticuerpo.

En el tiempo transcurrido
desde que se propuso la utilizacién del
papel filtro para la toma y el almacena-
miento de muestras de sangte (3, 6), se
han hecho evidentes algunas de las limi-
taciones del método. Entre ellas pode-
mos mencionar: la necesidad de efectuar
una evaluacion exacta y precisa de la di-
lucién del suero representada por el
cluato; las discrepancias encontradas en-
tre los titulos del suero y del eluato (7,
8), y las pérdidas en la actividad del anti-
cuerpo como resultado de las variaciones
de temperatura o de humedad o de am-
bas (7, 9).

Cuando se redact la mayoria
de los trabajos que trataban de los pro-
blemas relativos a la toma y al almacena-
miento de muestras de sangre en papel
filtro, o bien se hacfan afin las pruebas de
inmunofluorescencia con conjugados de
antigammaglobulina (6, 8-10) o las téc-
nicas empleadas (por ejemplo, la hema-
glutinacién para el diagnéstico de la en-
fermedad de Chagas) solo revelaban la
presencia de anticuerpos IgG (71, 12).
Por ello, cualquier diferencia entre la
IgG y la IgM eluidas pasaba inadvertida.

Sin embargo, en 1970 un
grupo de expertos de la OMS cuestiond la
posibilidad de eluir la IgM del papel
filtro en forma tan completa como ocurre

con la IgG (13). A este respecto, Cun-
ningham ez /. (14) habian informado
previamente que los especimenes de
suero de tripanosomiasis africana alma-
cenados durante 48 diasa — 20 °C, mos-
traban una concentracién de IgM mis
baja que la de muestras almacenadas por
periodos mis cortos. Ademis, en 1978
Guimaries ez #/. (15) demostraron, por
medio de pruebas de inmunodifusién ra-
dial, que los eluatos almacenados por 2,5
meses solfan presentar concentraciones
mis bajas de 1gG que las encontradas an-
tes del almacenamiento.

En el presente articulo se ana-
lizan los efectos del almacenamiento a
largo plazo 2 — 20 °C, sobte los sitios de
combinacién de anticuerpos de la IgG y
la IgM (determinados por medio de
pruebas de inmunofluorescencia) y sobre
determinantes de clases especificas (indi-
cados por pruebas de inmunodifusién ra-
dial). Se utilizaron para las pruebas mo-
1éculas de anticuerpos provenientes de
sangre almacenada en papel filtro y de
especimenes de suero congelado que se
almacenaron después de haberse so-
metido 2 la adicién de glicerina, a liofili-
zacidn, o que se dejaron sin tratar.

MATERIALES Y
METODOS

Se tomaron muestras de san-
gre venosa de 23 pacientes (30 ml de cada
uno) con diagndstico clinico de toxoplas-
mosis y cuya serologia previa indicaba la
presencia de anticuerpos especificos IgM-



anti-Toxoplasma gondi (16).7 lnme-
diatamente después de extraer la sangre,
se extendieron uniformemente unos 10
ml de cada una de las muestras sangui-
neas sobre un papel filtro Whatman No.

1de 10 x 7,5 cm, de forma que se cu-
briera toda la tira de papel con una capa
delgada pero continua de sangre. Esto se
logrd desmontando la aguja del extremo
de la jeringuilla y permitiendo que la
sangre fluyera por gravedad. Se fue mo-
viendo la punta de la jeringuilla de
manera uniforme a todo lo largo de la su-
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tinua de sangre sobre todo el papel.

Una vez hecho esto, se permi-
t16 que las muestras en papel filtro se se-
caran a la temperatura ambiente por 60
minutos. Posteriormente, se colocaron
en bolsas plisticas, que se doblaron y al-
macenaron dentro de recipientes de vi-
drio con tapas de fosca, manteniéndose a
— 20 °C durante todo el estudio.

Con fines de prueba, se recot-
taron circulos de los papeles (de 4 cm?) y
se lavaron con 0,25 ml de solucién salina
amortiguada con fosfato 0,01M durante
dos horas a 4 °C. Segfin Souza y Ca-
margo (1 0) esto equivale a una dilucién
de1:5.1a Sangre restante se (1(':]0 coagu-
lar a la temperatura ambiente.

En relacion con el volumen re-
manente de cada una de las muestras

sanguineas (aproximadamente 20 ml),
después de la retraccién debida a2 la
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coagulaaon, se colocaron dos tercios del
suero resultante en ampollas de vidrio

7 Los pacientes, enviados a uno de los investigadores
{MCsG) por el Profesor Amato, provenian de la clinica
de internos del Departamento de Medicina Tropical y
Dermatologia (Escuela de Medicina de la Universidad
de Sdo Paulo) y de su clientela particular. La edad de los
11 varones y 12 mujeres oscilaba entre 9 y 58 afios. Las
muestras de sangre fueron extraidas por MCSG en el la-
boratotio de epidemiologia del Departamento desde
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mitad de las ampollas se les afiadi6 0,5
ml de glicerina neutra de grado analitico
(Merck). Se procedid a sellar todas las

ampollas con un mechero Bunsen. El ter-
cio restante de cada una de las muestras
de suero se dividi6 en porciones alicuotas
de 0,5 ml, las cuales se liofilizaron por 18
horas a 0,05 Tor. Antes de proceder a
las pruebas, las muestras fueron recons-
tituidas con agua destilada a su volu-
men original de 0,5 ml y mantenidas a
~ 20 °C. Se analizaron porciones de to-

-
Aac lac muectrae emnleanda Ine maradne
UGS 140 ILIULOLLAS VInpPILalivey 1Us v ivuavs

de inmunofluorescencia e mmmunodifu-
sidn radial después de 0, 3, 6,9, 12y 18
meses de almacenamiento.

Pruebas de inmunofluorescencia
(IF)

Las pruebas de iomuno-
fluorescencia (IF) se realizaron segin el
mérodo descrito por Camargo (17), utili-
zando como antigeno el Toxoplasma
gondii fijado con formalina y conjugados
de IgG antihumana-ITCF y de IgM ani-
humana-ITCE® Los conjugados se pre-
pararon y utilizaron de acuerdo con el
método de Camargo ez 4/. (18), a pattir

de antisuero producido en el Instituto de
Medicina Troplcal de Szo Paulo. Ambos
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(fluoresceina a proteina) igual a tres. El
antigeno de T gondii se prepard igual-
mente siguiendo el método de Camargo
et al. (18).

Se procedié a diluir con una
solucién de O,ISM de NaCl, partes ali-
cuotas de todas las muestras (suero liofili-
zado reconstituido, suero congelado,
suero conservado en glicerina y eluatos de
papel filtro). Con excepcién del suero
conservado en glicerina, en todas las
clases de suero la dilucién inicial de in-
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8 ITCF = isotiocianato de fluoresceina.
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1:1 024 y la dilucién inicial de inmuno-
fluorescencia para la IgM fue de 1:64. En
el caso del suero conservado en glicerina,
la cantidad de 0,15M de NaCl fue la mi-
tad de la afiadida a los demis sueros. El
punto final de titulacion registrado fue la
altima dilucidén que produjo una fluores-
cencia verde manzana brillante e ininte-
rrumpida sobre la membrana del para-
sito. La presencia de una coloracién polar
en el parasito se considerd como un resul-
tado negativo.

La reproducibilidad de este
sistema de prueba fue evaluado por me-
dio de la inclusién de suero normal po-
sitivo y negativo, que se tituld con las
otras clases de suero y en cada prueba
arroj6 resultados constantes.

Pruebas de inmunodifusion radial
(RID)

Las pruebas de 1gG e IgM por
inmunodifusién radial se realizaron si-
guiendo la descripcién de Guimaries ez
al. (15). Todas las muestras sometidas a
prueba se analizaron en duplicado y, para
fines de medicién de la inmunoglobu-
lina, se promediaron los resultados. Las
concentraciones proteicas de IgG e IgM
en las muestras se evaluaron a base de
curvas tipicas elaboradas a partir de con-
centraciones normales de IgG de 43, 100
y 191 mg/ml y de IgM de 63, 125 y 261
mg/ml, respectivamente. Esas medidas
estandar de IgG e IgM son las mismas
que se usan en las pruebas de inmunodi-
fusion radial “Tripartigen” (Behring-
werke AG, Marburgo, Repiiblica Federal
de Alemania).

Analisis estadisticos

Para fines estadisticos, los
titulos del suero obtenidos mediante la
prueba de inmunofluorescencia se trans-
formaron de la forma geométrica a la
forma aritmética (log), (x + 1)).

Ademis se utilizé un sistema
lineal general multivariado para analizar
las concentraciones de IgG e IgM encon-
tradas por medio de la de Wilks, siguien-
do el método de Roy y Bose (19, 20). Se
siguid el procedimiento de Newman-Keuls
para efectuar comparaciones multiples
(21). Las diferencias de titulacién en el
intervalo de 0 a 3 meses se determinaron
evaluando los limites de un intervalo de
confianza del 95 % . Los resultados que se
hallaban distribuidos simétricamente en
relacion a cero se consideraron no signifi-

cantes.
RESULTADOS

Hallazgos relativos a 1a IgG

Pruebas de inmunofluorescencia (IF).
Las pruebas de inmunofluorescencia
practicadas con suero almacenado en di-
ferentes formas dieron titulos geométri-
cos medios (TGM) que no indicaron
ninguna diferencia significativa entre los
cuatro grupos de suero antes de iniciarse
el almacenamiento (tiempo cero). Los
TGM obtenidos después de tres meses de
almacenamiento tampoco mostraron di-
ferencias significativas en ese intervalo de
0 a 3 meses (figura 1a) como lo indican
los limites de un intervalo de confianza
del 95%.

Por el contrario, se notaron
aparentes diferencias de importancia es-
tadistica entre los TGM obtenidos en eta-
pas tempranas y los obtenidos después,
independientemente del método de al-
macenamiento utilizado. En conjunto,
los valores de p fueron de 0,0161 para el
intervalo de 3 a 6 meses, 0,0378 para el
de 3 a 9 meses, 0,0201 para el de 3 2 12
meses y 0,0006 para el de 3 a 18 meses.



Pruebas de inmunodifusion radial
(RID). Las pruebas de RID correspon-
dientes al tiempo cero en las muestras
eluidas dieron concentraciones medias de
anticuerpos 1gG que resultaron ser
mucho mis elevadas que las concentra-
ciones medias encontradas en las mues-
tras almacenadas de otras formas (figura
1b). Revelaron ademis que las concen-
traciones medias de IgG en cada grupo
de muestras almacenadas en una forma
determinada eran mis elevadas antes de
iniciarse el almacenamiento que después
de tres meses (v€anse los limites de un in-
tervalo de confianza del 95% para el
periodo de 0-3 meses que aparecen en el
cuadro 1). Del mismo modo, para cual-
quier sistema de almacenamiento dado,

CUADRD 1. Limites de un intervalo de confianza del
95% para el almacenamiento de la IgG e IgM durante 0-3
meses, segin los cuairo métodos estudiades, partiendo
de los resultados obtenidos con la prueba de inmunodifu-
sion radial (rip).

Intervalo de
confianza del
95% para la

intervalo de
confianza del
95% para la

Material analizado 1gG IgM
Sangre almacenada

en papel filtro

(eluato) [1,209; 4,461] [-0,175; 0,731]

Suero con gliceringa  [0,616; 2,419] [-0,195; 0,355]
Suero licfilizado 11,146; 3,054] [-0,268; 0,215]
Suero congelado [0,645; 4,034] [-0,160; 0,516]

FIGURA 1. Concentracion de IgG en los eluatos de papel filiro y en sueros
almacenados por otros métodos, segin las pruebas de IF y RiD realizadas
durante distintos periodos.
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la concentracién media de IgG a los tres
meses era mucho mis alta que alos 9, 12
y 18 meses, independientemente del sis-
tema de almacenamiento utilizado. Sin
embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre los diversos métodos
de almacenamiento considerados en con-
junto en relacién con los datos correspon-
dientes a los tres y seis meses.

En general, la concentracion
media de IgG encontrada en el eluato de
papel filtro fue mucho mis alta en cual-
quier intervalo de tiempo dado (véase la
figura 1b) que la encontrada en las mues-
tras almacenadas con cualquiera de los
otros métodos. (El valor de p para el
eluato de papel filtro versus el del suero

con glicerina fue de 0,0033, para el
eluato versus el del suero liofilizado fue
de 0,001 y para el eluato versus el del
suero congelado, de 0,0006).

Hallazgos relativos a la IgM

Pruebas de inmunofluorescencia (IF).
El TGM obtenido con los eluatos de papel
filtro antes de iniciarse el almacenamiento
fue mucho menor que el obtenido con
las muestras almacenadas con otros mé-
todos. Dicha diferencia continué siendo
significativa aun después de tres meses de
almacenamiento (p <0,0001) y a lo largo
del perfodo de 3 a 6 meses se produjo
una marcada disminucién del TGM del
eluato, lo cual abrid todavia mis la
brecha para todo el resto del periodo de

FIGURA 2. Concentracion de IgM en los eluatos de papel filtro y en sueros
almacenados por otros métodes, segin Ias pruebas de iF y Rip realizadas

durante distintos periodos.
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estudio (figura 2a). Existe una diferencia
de importtancia estadistica entre los TGM
del eluato a los tres y a los seis meses, in-
dicada en el cuadro 2 por medio de los
limites de un intetvalo de confianza del
95%.

Pruebas de inmunodifusién radial
(RID). En la figura 2b aparecen las con-
centraciones medias de IgM obtenidas
aplicando las pruebas de RID a cada mé-
todo de almacenamiento durante el
periodo de obsetvacién. Dichos datos in-
dican que en el tiempo cero, la concen-
tracién media de IgM en los eluatos de
papel filtro era mucho mis elevada que
en las muestras almacenadas con cual-
quiera de los ottos métodos (véanse los
limites de un intervalo de confianza del
95% que aparecen en el cuadro 1). Del
mismo modo se enconttd que la concen-
tracién media de IgM en los eluatos era
mis alta que en las muestras almacena-
das con cualquiera de los otros métodos
pot el periodo de 0 2 3 meses. Sin em-
bargo, durante el intervalo de 6 a 18
meses, se descubrié que las concentracio-
nes medias de IgM en los eluatos no se
diferenciaban de manera significativa de
las concentraciones en muestras alma-
cenadas por otros medios. En las mues-

CUADROD 2. Limites de un intervalo de confianza del
95% para el almacenamiento de IgG e IgM durante 0-3
meses segun los cuatro métodos estudiados, partiendo
de los resultados obtenidos con la prueba de inmunofluo-
rescencia (IF).

Intervalo de Intervalo de

confianza del  confianza del

95% para la 95% para la
Material analizado IgG gM

Sangre almacenada

en papel filtro

(eluato) [-0,602; 0,472} [-0,667; 0,931]
Suero con glicerina  [-0,780; 0,048] [-0,476; 0,370]
Suero lioflizads [-0,688; 0,164] [-0,706; 0,410]
Suero congelado [-0,742; 0,114] [-0,102; 0,785]

tras conservadas por cualquier método
dado, se enconttd que las concentracio-
nes medias de IgM eran mucho menores
a los 12 y 18 meses que a los 3 meses, in-
dependientemente del método de alma-
cenamiento empleado (p=0,0002 y
p< 0,001, respectivamente).

DISCUSION

Los resultados presentados en
los parrafos anteriores indican que se pro-
dujo una desnaturalizacién de la IgG y la
IgM a lo largo del tiempo (expresada
como una disminucidn de los TGM segiin
las pruebas de IF y de las concentraciones
medias segin las pruebas de RID) en di-
ferentes partes de las moléculas estu-
diadas.

Como se indicd antes, ini-
cialmente partimos del supuesto (para
los fines de las pruebas) de que la dilu-
cién del suero representada por el eluato
era de 1:5 (10). No obstante, como lo
han demostrado Guimardes ez #/. (15),
todos los intentos previos por corroborar
este punto han fracasado. Esto es de im-
portancia en vista de que las concentra-
ciones medias de IgG e IgM en los
eluatos, determinadas por las pruebas de
RID (cuadros 3 y 4), resultaron congruen-
temente mis elevadas que las observadas
en los tres grupos de muestras almacena-
das en otras formas durante el periodo de
estudio. Esta diferencia se atribuye a un
error en la evaluacién de la dilucién del
eluato.

A lo largo del tiempo, las
muestras no almacenadas en papel filtro
mostraron concentraciones de IgG e IgM
siempre inferiores a las iniciales. No obs-
tante, cuando se toman como referencia
los TGM de la IgG del eluato (cuadro 5), a
excepcién del suero al que se le afiadié
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CUADRO 3. Concentraciones medias de IgG, una desviacion tipica de cada media (D.T.) y concentraciones medianas de
IgG en muestras almacenadas segin los cuatro métodos estudiados, después de 0, 3, 6, 9, 12 y 18 meses, partiendo de
los resultados obtenidos con la prueba de RiD.

Lectura después de los meses de aimacenamiento indicados, en mg por mi

Material analizado Omeses 3 meses 6Gmeses 9meses 12meses 18 meses
Sangre almacenada Media 26,26 23,42 21,47 19,70 16,58 14,42
en papel filtro D.T +5,51 +3,45 +4,98 +4.38 +3,29 +3,29
(eluato) Mediana 25,6 22,0 20,6 19,2 15,9 14,2
Medla 22,80 21,29 20,34 17,66 15,56 13,55
Suero con glicerina +5,17 +5,08 +5,06 +4,27 +3,57 +3,4
Medlana 20,6 21,2 19,2 16,4 16,8 13,2
Medla 21,63 19,40 18,81 16,58 14,50 12,33
Suero liofilizado +4,62 +4 47 +4,86 +4,50 +4,32 +4,53
Med|ana 20,4 18,0 16,9 15,8 14,7 1,2
Medla 23,04 20,66 19,73 17,13 14,92 12,79°
Suero congelado +5,18 +5,40 +4,75 +4.40 +3,58 +3,84
Med|ana 21,9 19,0 20,6 16,1 15,6 12,6

CUADRO 4. Concentraciones medias de IgM, una desviacién tipica de cada media (D.T.} y concentraciones medianas de
IgM en muestras almacenadas segdn los cuatro métodos estudiados, después de 0, 3, 6, 9, 12 y 18 meses, partiendo de
los resultados obtenidos con la prueba de RiD.

Lectura después de los meses de almacenamiento indicados, en mg por ml

Material analizado Omeses 3meses 6meses 9meses 12meses 18 meses
Sangre almacenada Media 3,10 2,83 2,20 2,30 2,07 1,79
en papel filtro D.T +2.38 +1,93 +1,49 +1,60 +1,49 +1,14
(eluato) Mediana 2,0 2,1 1,8 1,9 1,5 1,4
Medla 2,52 2,44 2,16 1,97 1,88 1,73
Suero con glicerina +1,73 +1,57 +1,27 +1,35 +1,30 +1,19
Medlana 2,0 2,1 1,8 1.9 1,5 1.4
Medla 2,20 2,22 2,05 1,93 1,76 1,59
Suero licfilizado +1,34 +1,36 +1,21 +1,53 +1,37 +1,10
Medlana 2,0 1,6 2,0 1,5 1,3 1,1
Medla 2,59 2,41 2,19 1,91 1,78 1,69
Suero congelado +1,82 +1,58 +1,29 +=1,21 +1,16 +1,16
Medrana 2,4 2,0 1,8 1,6 1,4 1,2
glicerina en el tiempo cero y del suero tuandose entre los 3 y 6 meses. Es mis,
congelado a los 12 y 18 meses, todos los mientras que en el caso de la IgG las di-
demis métodos de almacenamiento ferencias entre los TGM del eluato y los
dieron TGM mis elevados. En el caso de del suero con glicerina no tuvieron im-
los TGM de la IgM (cuadro 6), dicha di- portancia estadistica a los cero y seis
ferencia se hizo aun mas marcada, acen- meses, los valores de la IgM (como ya se

sefialé en la seccién de Resultados) arro-
jaron diferencias significativas.



CUADRO 5. Titules geométricos medios de 1gG (Tam), titulos medios aritméticos de IgG,? una desviacion tipica (D.T.) para
cada media aritmética y gama de valores de los titulos de IgG enconirados en muestras almacenadas segin los cuatro
métodos estudiados, después de 0, 3, 6, 9, 12 y 18 meses, partiendo de los resultados obtenidos con fa prueba de ir

Titulos, desviaciones tipicas y gamas de valores después de los meses de

almacenamiento indicados

Material analizado Omeses 3meses 6Gmeses 9meses 12meses 18 meses
Sangre almacenada TGM 448117 5210,38 397311 3029,03 3121,70 964,12
en papel filtro Media
(eluato) aritmética 3,6512 3,717 3,599 3,481 3,494 2,984
D.1. +0,922 +0,96 +0,36 +0),83 +0,85 +1,22
Gama de
valores 4.816% 4,515 0,902 4,214 4,214 3,913
TGM 3854,78 8960,82 352124 331595 331595 1087,40
Media
o aritmética 3,586 3,952 3,547 3,521 3,521 3,036
Suero con glicerina DT +0,00  +046  +086 0,87  +088  +123
Gama de
valores 4,816 1,805 4,515 4,214 4,515 3,913
TGM 47533 869657 476097 3417,06 362896 1 190,88
Media
- aritmética 3,677 3,939 3,678 3,534 3,560 3,076
Suero fioflizado D.T +091  +056 047  +0.86  +088  +1,03
Gama de
valores 5,117 1,805 1,504 4,214 4,816 3,913
TGM 461829 0951652 587725 385401 3121,70 964,12
Media
aritmética 3,664 3,976 3,769 3,586 3,494 2,984
Suero cangalada D.T +092  +046 04  +085 086  +1.22
Gama de
valores 4,816 1,805 1,504 4,214 4,816 3,913
2 logyg (x+1).

Desde el momento en que se
propuso el papel filtro como medio con-
veniente para la toma y el almacena-
miento de sangre, los autotes han hecho
notar que es dificil estimar la cantidad
exacta de sangre que se coloca sobre el
papel. Logicamente, los errores cometi-
dos en dicha estimacién se traducen en
diferencias entre las titulaciones del
eluato y del suero en el punto final de la
feaccion.

Las discrepancias menciona-
das en este trabajo pasaron inadvertidas
por mucho tiempo porque los conjuga-
dos empleados en las pruebas de IF eran
de antigammaglobulina y no de anti-

inmunoglobulina, y debido a que la con-
centracidn sérica de IgG es unas 15 veces
mayor que la de IgM, cualquier reduc-
cién de los valores de la IgM eluida
tendfa a quedar encubierta por las mo-
léculas restantes de IgG con sitios de
combinacién de anticuerpos comple-
mentarios a los mismos determinantes
antigénicos (7-10, 22).

Recientemente, Roffi ez 4/
(23) afirmaron que puede evaluarse co-
rrectamente la dilucién del suero repre-
sentada por el eluato determinando el
contenido de hemoglobina de las mues-
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CUADRO 6. Titulos geométricos medies de lgM (am), titulos medios aritméticos de IgM,? una desviacidn tipica (D.T.) para
cada media aritmética y gama de valores de los titulos de IgM encontrados en muesiras almacenadas segin los cuatro
métodos estudiados, después de 0, 3, 6, 9, 12 y 18 meses, partiendo de los resultados obtenidos con Ia prueba de &

Material analizado

Titulos, desviaciones tipicas y gamas de valores daspués de los meses de
almacenamiento indicados

Omeses 3meses 6Gmeses 9meses 12meses 18 meses
Sangre almacenada TGM 66,25 48,99 5,10 4,80 5,09 2,79
en papel fiiro Media
(eluato) aritmética 1,8212 1,699 0,708 0,681 0,707 0,445
D.T +1,38° +1,64 +1,13 +1,22 +1,23 +0,99
Garma de
valores 4,2142 4,515 3,011 3,612 3,01 3,011
TGM 368,64 469,28 153,74 196,04 149,40 104,16
Media
. aritmética 2.567 2,671 2,187 2,292 2,174 2,018
Suero con giicerina D.T £122 #1141 126 #1068 +116  +1.02
Gama de
valores 4,214 4,124 3,913 3,913 4,214 3,011
TGM 207,82 256,45 117,41 208,14 242,05 140,80
Media
- aritmética 2,318 2,409 2,070 2,318 2,384 2,149
Suero fofizado DT +140  +143 #1210  £106  +093  x094
Gama de
valores 4,214 4,124 3,612 3,913 4,214 3,011
TGM 634,95 317,08 179,02 298,76 327,21 158,74
Media
aritmética 2,803 2,501 2,253 2,475 2,514 2,201
Suero congalado DT +075 #1922 122 096  £080 0,95
Gama de
valores 2,401 4,214 3,913 3,913 4,214 3,011

a [0910()(4—1)4

tras sanguineas (por medio de la forma-
cién de la cianometahemoglobina) y la
tasa de sedimentacién de los eritrocitos.
En 17 de estas determinaciones hechas
por los autores, se encontrd que la dilu-
cién promedio era de 1:528, con un
titulo que oscilaba entre 1:370 y 1:700.
Hasta el presente, no existe ninguna
forma sencilla que nos permita garanti-
zar que el eluato corresponderi a una di-
lucién dada de suero, a menos que se
comparen los titulos del suero y del
eluato y las concentraciones de in-

munoglobulina, como se hizo en el pre-
sente estudio, en el que los resultados de
las pruebas de RID mostraron que las con-
centraciones medias de IgG eran mis
elevadas en el eluato que en los sueros al-
macenados de otra forma, tanto antes de
iniciarse el almacenamiento como a lo
largo de todo el petiodo de observacion
(véase el cuadro 3 y la figura 1b).

Anticuerpos IgG

Los anticuerpos IgG detecta-
dos por medio de las pruebas de IF pre-
sentaban, a los 18 meses, TGM muy infe-
riores a los encontrados a los tres meses,



independientemente del método de al-
macenamiento utilizado. Las disminu-
ciones de los TGM registradas a los 12
meses, a pesar de ser dignas de atencion,
no fueron tan marcadas (véase la figura
1a). Por lo tanto, parece que las muestras
de sangre tomadas y almacenadas en pa-
pel filtro para fines seroepidemioldgicos,
pueden conservarse durante un periodo
miximo de 12 meses, bajo las condi-
ciones aqui descritas, sin pérdida de con-
fianza en los resultados. Este es un punto
importante que considerar en encuestas
en gran escala, en las que es preciso alma-
cenar las muestras durante varios meses
antes de someterlas a prueba.

Las pruebas de RID (figura 1b)
dieron concentraciones medias de IgG
que eran mucho mas bajas a los nueve
meses que antes de iniciarse el almacena-
miento, independientemente del mé-
todo utilizado.

Anticuerpos IgM

En los resultados de las
pruebas de IF, se observs una marcada di-
ferencia entre los TGM del eluato y los ob-
tenidos del suero almacenado mediante
los otros tres métodos. A partir del
tiempo cero, y en particular a partir de
los seis meses, los TGM de los anticuerpos
IgM del eluato resultaron marcadamente
inferiores a los otros (véase la figura 2b),
diferencia que alcanzd significacion es-
tadistica. Mis especificamente, al tiempo
cero, los eluatos de solo dos de las 23
muestras (8,7%) dieron resultados ne-
gativos para IgM con las pruebas de IE
Sin embargo, a los tres meses, los eluatos
de siete de las muestras (30,4%) resul-
taron negativos; a los seis meses, 10
(43,5%) fueron negativos, y a los 18
meses, solo cuatro (17,4%) resultaron
POSitivos.

Esto podria encetrar ciertas
ventajas. Si esta comprobacibn es cotrec-
ta y efectivamente la deteccidn exacta y

precisa de los anticuerpos IgM esti limi-
tada a las muestras que se han alma-
cenado en papel filtro por un periodo no
superior a los 90 dias, este hecho debiera
ademis permitir a los investigadores eva-
luar los anticuerpos IgG durante el resto
del periodo aceptable de almacena-
miento de la IgG, con una marcada re-
duccién de la interferencia producida por
los anticuerpos IgM, la cual puede provo-
car resultados no especificos en la sero-
logia de las enfermedades parasitarias
(16, 24).

A diferencia de estos resulta-
dos obtenidos con la IE, las pruebas de
RID para determinar la concentracion de
IgM indicaron que la media en el eluato
era mas elevada que la encontrada, al
tiempo cero, en el suero liofilizado, el
suero congelado y el suero con glicerina.
Sin embargo, independientemente del
método de almacenamiento utilizado,
los resultados de las pruebas mostraron
una disminuciébn progresiva, a lo largo
del tiempo, de las concentraciones me-
dias de IgM, hecho este que prevalecid
durante todo el periodo de estudio de 18
meses y adquiri6é importancia estadistica
a los 12 meses.

CONCLUSIONES

A pesar de las limitaciones ya
descritas respecto de la duracién maxima
del almacenamiento de anticuerpos por
el método del papel filtro (especialmente
el almacenamiento de anticuerpos IgM),
y a pesar del problema afin no resuelto de
encontrar la forma de determinar cual es
la dilucién del suero presentada por el
eluato de papel filtro, consideramos que
para fines seroepidemioldgicos, este es el
mejor método disponible para la toma y
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el almacenamiento de muestras de san-
gre. Debido a que se toma una pequeiia
cantidad de sangte, por lo general de la
yema del dedo del sujeto, este método
petmite tomar muestras de cualquier
gtupo de edad incluidos los recién naci-
dos y los ancianos; elimina la necesidad
de utilizar jeringuillas y tubos de ensayo
y de mantener condiciones estrictamente
estériles y de refrigeracién; reduce a un
minimo los costos de transporte, y pro-
porciona muestras adecuadas para
muchas pruebas serologicas, incluso las
de inmunofluotescencia, ELISA, fijacién
del complemento (para aquellas pruebas
en las que la titulacion del punto final se
determina por la masa de glébulos rojos
no lisados que se depositan en el fondo
de un tubo de ensayo o de una placa
plastica) y la hemaglutinacién. Ademas,
debido a que la toma de muestras de san-
gre en papel filtro por puncién en el
dedo no requiere personal especializado,
este método permite que los dirigentes o
trabajadores de salud realicen esa labor.

En el Brasil se logrd validar
este método por medio de una encuesta
seroepidemioldgica a nivel nacional, so-
bre la enfermedad de Chagas, en la cual
se tomaron aproximadamente 1 600 000
muestras de sangre en papel filtro en las
zonas rurales con el fin de detectar la pre-
sencia de anticuerpos anti-T. ¢cruzi utili-
zando pruebas de IF con un conjugado
anti-IgG. Las pruebas por duplicado in-
dicaron una pérdida de cerca del 10% de
las muestras como resultado de rotula-
ci6n inadecuada o de contaminacién por
hongos (M.E. Camargo, comunicacion
personal). A pesar de que en este caso las
muestras se examinaron entte los dos y
tres meses después de habetlas tomado,
quizd un anilisis demorado habria me-
jorado la especificidad de las pruebas de-
bido a la antes mencionada desnaturali-
zacién de los anticuerpos IgM.

RESUMEN

Para tratar de determinar pot
cusnto tiempo se pueden almacenar los
anticuerpos IgG e IgM en muestras de
sangre conservadas en papel filtro, se ob-
tuvieron muesttas sanguineas de 23 pa-
cientes con toxoplasmosis. Se procedid a
almacenar una porcién de cada muestra
en papel filtro a — 20 °C y se dividi6 en
tercios el suero restante; un tercio se dejd
inalterado, un tetcio se combind con un
volumen igual de glicerina y un tercio se
liofilizé. Una vez hecho esto, todas las
muestras se guardaron a —20 °C y se
examind parte de cada grupo para detec-
tar anticuerpos IgG e IgM, practicando
pruebas de inmunofluorescencia (IF) y de
inmunodifusién radial (RID), después de
un periodo de almacenamiento de 0, 3,
6,9, 12 y 18 meses.

Los tesultados demostraron la
dificultad de estimar cuil es la dilucion
de suero equivalente al eluato obtenido
de las muestras almacenadas en papel
filtro para fines de analisis. Ademis,
dichos resultados indicaron que la IgG se
deterioraba mids ripidamente en las
muestras almacenadas en papel filtro que
en otras. Este deterioro relativamente
mis rapido de las muestras guardadas en
papel filtro fue aun mis marcado en el
caso de la IgM.

Sin embargo, a pesar de estas
limitaciones, cabe afirmar que el método
de toma de muestras sanguineas por
puncién en el dedo y almacenamiento de
las mismas en papel filtro contintia
siendo el mejor para fines seroepide-
miol6gicos, ya que solo requiere una pe-
quefia cantidad de sangre; no necesita de
jeringuillas, tubos de ensayo, condi-
ciones estrictamente estériles ni refrigera-
cién; proporciona muestras adecuadas
para muchas pruebas seroldgicas, y per-
mite emplear personal no muy especiali-
zado. Ademis, el deterioro relativa-



mente ripido de la IgM observado en el
presente estudio indica que tal vez se po-
drfa reducir la interferencia de la IgM en
las pruebas de deteccidn de anticuerpos
IgG almacenando las muestras objeto de
anilisis por un periodo suficientemente
largo como para que se produzca el dete-
tioro de la IgM. O
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SUMMARY

LONG-TERM STORAGE OF
Ig¢G AND IgM ON FILTER
PAPER FOR USE IN
PARASITIC DISEASE
SEROEPIDEMIOLOGY
SURVEYS

To help determine how long IgG
and IgM antibodies can be stored in blood
samples collected on filter paper, blood sam-
ples were obtained from 23 toxoplasmosis pa-
tients. A portion of each sample was then
stored on filter paper at — 20 °C, and serum
from the remainder of the sample was di-
vided into thirds—one-third being un-
treated, one-third being combined with an
equal volume of glycerin, and one-third be-
ing freeze-dried—before being stored at
- 20 °C. Portions of each sample stored in
these four ways were then examined for IgG
and IgM antibodies by immunofluorescence
(1F) and radial immunodiffusion (RID) tests
after having been stored for 0, 3, 6, 9, 12,
and 18 months.

The results illustrated the diffi-
culty of estimating what serum dilution is
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equivalent to the eluate obtained from the
filter-paper specimens for testing purposes.
They also indicated that detetioration of IgG
occurred faster in the samples stored on filter
paper than it did in the samples stored in
other ways. This relatively faster deterioration
of the filter-paper samples was even more
marked with regard to IgM.

Despite these limitations, how-
ever, it is suggested that the procedure of col-
lecting blood samples by finger-prick and
storing them on filter paper is still the best
available for seroepidemiologic purposes—
because it requires only a small amount of
blood; because it does not require syringes,
test tubes, strictly sterile conditions, or refrig-
eration; because it provides specimens suit-
able for many serologic tests; and because it
can be performed by relatively unskilled pet-
sonnel. Also, the relatively fast deterioration
of IgM observed in this study suggests it
might be possible to reduce IgM interference
in testing for IgG antibodies by storing the
test samples long enough for such IgM deteri-
oration to occur.



RESUMO

ARMAZENAMENTO A
LONGO PRAZO DE IgG E
IgM EM PAPEL FILTRO PARA
USO EM PESQUISAS
SEROEPIDEMIOLOGICAS
DE DOENCAS
PARASITARIAS

Para determinar por quanto
tempo podem ser armazenados os anticorpos
IgG e IgM em amostras de sangue conserva-
das em papel filuo, obtiveram-se amosttas
sanguineas de 23 pacientes com toxoplas-
mose. Armazenou-se uma porcio de cada
amostra em papel filtro a — 20 °C e dividiu-
se em teros o soro restante; um terco ficou
inalterado, um terco foi combinado com un
volume igual de glicerina ¢ um tergo foi liofi-
lizado. Uma vez feito isso, todas as amostras
foram guardadas 2 - 20 °C e examinou-se
parte de cada grupo para detectar anticorpos
IgG e IgM, practicando testes de imunofluo-
rescéncia (IF) e imunodifusio radial (RID),
apds um perfodo de armazenamento de 0, 3,
6,9, 12 e 18 meses.

Os resultados demonstraram a
dificuldade de estimar qual ¢ a diluigio de
soro equivalente ao eluato obtido das amos-
tras armazenadas em papel filtro para analise.
Ademais, esses resultados indicaram que a
IgG se deteriorava mais rapidamente nas
amostras guardadas em papel filtro do que
em outras. Essa deterioracio relativamente
mais ripida das amostras aguardadas em pa-
pel filtro foi ainda mais marcante no caso da
IgM.

Contudo, apesar dessas limi-
taghes, pode-se afitmar que tomar amostras
sanguineas por pungio do dedo e armazeni—
las em papel filtro continua sendo o melhor
método para fins seroepidemiolégicos, ja que
requer apenas uma pequena quantidade de
sangue; nio necessita seringas, tubos de en-
saio, condicBes estritamente estéreis nem re-

frigeragio; proporciona amostras adequadas
para muitos testes serologicos; € permite em-
pregar pessoal nio muito especializado.
Além do mais, a deterioragdo relativamente
ripida da IgM observada nesse estudo indica
que talvez se poderia reduzir a interferéncia
da IgM nos testes de deteccio de anticorpos
IgG armazenando as amostras de andlise por
um perfodo suficientemente longo para ocot-
rer a deterioragio da IgM.

R.ESUME

STOCKAGE A LONG TERME
D’IgG ET D’IgM SUR DE
PAPIER FILTRE A DES

FINS D’UTILISATION DANS
DES ENQUETES
SERO-EPIDEMIOLOGIQUES
SUR DES MALADIES
PARASITAIRES

Pour aider 4 déterminer le temps
pendant lequel il est possible de stocker des
anticorps IgG et IgM dans des spécimens san-
guins conservés sur du papier filtre, on a pré-
levé des spécimens sur 23 patients atteints de
toxoplasmose. Une partie de chaque spéci-
men a ensuite &é stockée sur du papier filtre
d —20 °C et le sérum restant a été divisé en
trois: un tiers a été laissé tel quel; un tiers a
€té combiné i un volume égal de glycérine;
et un tiers a été lyophilisé, avant d’étre
stockés & —20 °C. Des parties de chaque
spécimen stocké de ces quatre facons ont en-
suite été examinées pour détecter les anti-
corps IgG et IgM par immunoflucrescence
(IF) et immunodiffusion radiale (RID) aprés
avoir été stockées pendant 0, 3, 6, 9, 12 et 18
mois.

Les résultats ont montré 4 quel
point il est difficile d’estimer la dilution du
sérum équivalente 4 |’éluat obtenu des spéci-
mens sur papier filtre 3 des fins d’analyse. Ils
ont par ailleurs montré que la détérioration
de I'IgG était plus rapide dans les spécimens
stockés sur du papier filtre que dans les spéci-
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tion I‘Clatl ment plus rap1de des spécimen
sur papler ﬁltrc s’ est révélée encore plus pro-
noncée dans le cas de I'IgM.
Toutefois, malgté ces limitations,

il ne fait aucun doute que la méthode de pre-
lévement de bchu‘ﬂCflS sangulub Pd.l plquxc
de doigt et de stockage de ces spécimens sur
du papier filtre reste la meilleure 4 des fins
séro- eplaem1onog1qucs Elle ne requiert en
effet qu'une petite quantité de sang, ne né-
cessite pas de seringue, d'éprouvette, de con-
ditions rigouteusement stériles ou de réfrige-

ration, fournit des spécimens se prétant 4 de

Do rnnda DIATENLL Clnkaman
rivysLu UiAiCun. gnwilia

d
diagnostico apropiado para los
paises en desarrollo

(72

a dét rioration plus ou
as ranide de P1cM oheervée dans le cadre

J.J.lUJ.l.I.\] Lﬂ.t}lu\r A AR 4 .lsl-vl ULOLIYLL UAlld 1w LAl
de cette étude semble indiquer qu’il devrait
étre possible de réduire I'interférence de

PTISM done lac acenic da ddnicrage deg anmes
1 151\!1 {aamns 18s ¢ssais ac ULPLbLaSL UULY atiul~

corps IgG en stockant les spécimens qui sont
’objet d'une analyse suffisamment long-
emps que pourl peimetiic la détérioration de

I'IgM.

___________ [ VY UG SR SR

La ()IgdllMdLIUH Hiantropica internacional paTH
(Programa de Tecnologfa Apropiada en Salud)
ha iniciado un proyecto de cinco afios para fa

ronfaccidn Ao nrishae  diannactican sona-
LUITIDLLIVEL UG piruGdas \JICIHIIUOUUGO Copu

cialmente destinadas a los paises en desarrollo.
Colaboran A/EuA y la Universidad Johns
Hopkins. La malaria y las enfermedades dia-
rreicas y agudas resplratonas han sido selec-
cionadas como objeto de atencion prioritaria,
pero se incluiran otras afecciones, posiblemente
oncocercosis, filariasis, leishmaniasis, tripano-
somiasis, SinA y tuberculosis. La elaboracion de
tecnologia diagnostica se basard en subcontra-
tos a universidades, institutos de investigacion
publicos y privados, empresas e individuos, que
trabajaran en reactivos, disefio de estuches de
prueba, adiestramiénto, y en la fabricacion, in-

troduccion, distribucion y evaluacion del im-

pacto de los sistemas de diagnostico. El objetivo
npnpml eg nnﬂmnr la terania de nacientes, la

Sl To @ apiad WO palitiniegs,

evaluacion epldemmloglca de esirategias de
control, |a vigilancia de enfermedades v la iden-
tificacion de portadores cronicos. DIATECH invita a
entidades con recursos pertinentes a informarse
sobre el proyecto y subcontratos: Director,
DIATECH, PaTH, 130 Nickerson Street, Seattle,
Washington 98109, EUA. Télex: 4740019 piac-
Tu1. Teléfono: (206) 285-4599.



