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O momento 6timo para coleta de uma simples amostra de soro para diagnostico do
sarampo pelo uso da captura monoclonal de anticorpo EIA foi avaliada. Os resultados do
teste foram iguais as amostras de soro de 166 casos de sarampo em pelo menos 1 IgM-
positivo das amostras que foram analisadas. Entre pessoas que tiveram uma Segunda
amostra IgM-positiva, a taxa soropositividade para as primeiras amostras foi 77% quando
coletada em 72 horas e 100% quando coletadas 4-11 dias apds o clinico do exantema.
Entre as pessoas n&o vacinadas cujas primeiras amostras foram IgM-positivas, ataxa paraa
positividade de IgM das segundas amostras declinou de 100% em 4 dias para 94% em 4
semanas apos o inicio do exantema, entdo declinou mais para 63% em 5 semanas. Algumas
pessoas previamente vacinadas tornaram-se |gM-negativas durante a terceira semana apés
0 inicio do exantema. Em geral, uma simples amostra de soro coletada entre 72 hs e 4
semanas apos 0 inicio do exantema pode ser usada para diagnosticar a maioria dos casos de
sarampo com um captura EIA de IgM.

O sarampo continua sendo um grande problema de salde em todo o mundo, com ~45
milhdes de casos globalmente a cada ano [1]. A Organizagdo Pan Americana de Sallde esta
trabalhando a fim de eliminar o sarampo da Ameérica Central e do Sul [2]. Estes esforgos
para eliminacdo tém renovado o interesse nos ensaios diagndsticos especificos e sensiveis
que podem ser usados pelos pais de todo o0 mundo para o diagndstico de infecgbes por
sarampo.

Atualmente, muitas técnicas soroldgicas diferentes sdo usadas para o diagnéstico da
doenga; estas sd0 baseadas na deteccdo de anticorpos IgM ou 1gG [3,4]. Ensaios
sorolégicos que detectam anticorpos 1gG, incluindo inibicdo da hemaglutinagdo, RIA,
neutralizagdo da reducéo de plaguetas e microneutralizagdo, tém a desvantagem de
necessitar amostras da fase aguda e convalescente para mensurar um aumento de
anticorpos 1gG. Os ensaios para deteccdo de anticorpos IgM, tais como RIAs e EIAS,
freqUentemente podem ser usados para diagnosticar o sarampo pelo teste apenas de uma
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simples amostra de soro. Os RIAs s0 confidveis porém tém a desvantagem de necessitar
ambientes adequados para armazenar, usar e desprezar o material radioativo. A maioria dos
kits EIA comercialmente disponiveis usam um formato indireto. Embora este formato seja
relativamente ssimples de uso, seu risco aumentado de resultados falso-positivos [5] e mais
baixa sensibilidade podem levar a um erro de classificagcdo de casos individuais e surtos de
sarampo como doenca. Por exemplo, um ensaio teve uma sensibilidade e especificidade
estimada de 86% e 81%, respectivamente [6].

Uma configuracdo EIA de captura de anticorpo para a deteccéo de IgM especifica para o
sarampo tem demonstrado mais sensibilidade e especificidade (97% e 99%,
respectivamente) e reduz a chance de um resultado falso-positivo devido a fator
reumatéide [7,8]. Em adicdo ao modelo do ensaio, a momento de coleta da amostra pode
afetar a habilidade para deteccdo da infeccdo por sarampo de forma confiavel. Neste
relatério nds descrevemos o efeito que o momento de coleta da amostra apds o inicio da
doenca exantemética tem na habilidade para detecgdo de resposta de anticorpo IgM para o
sarampo através do uso de uma captura EIA de anticorpo.

Materiais e M étodos

Amostras de soro. NOs selecionamos um subconjunto de amostras de pacientes com
infeccdo por sarampo. Este subconjunto foi identificado de >6000 amostras clinicas
testadas no Laboratério de Sarampo, Centro de Controle e Prevencdo de Doenca, dos
surtos ocorridos nos Ultimos cinco anos, inquéritos vacinais, estudos de doenca
exantematica e casos isolados de infeccdo presumida de sarampo. Os pacientes escol hidos
atenderam as seguintes condicdes. disponibilidade de 2 amostras de soro, com ao menos 1
amostra IgM-positiva, data do inicio do exantema disponivel, e o paciente sem histéria de
vacinagdo contra o sarampo nas 8 semanas antes do inicio da doenga exantemética

Captura EIA. O ensaio IgM foi feiro como descrito por Hummel et al. [8]. Os resultados
EIA foram expressos como a diferenca média nos valores de densidade Optica mensurados
entre porcdes duplicadas de antigeno positivo (P) e cultura tissular negativa de antigeno
controle (N) para cada amostra de soro. O valor de atalho foi calculado em >3 vezes a
média do valor P — N para o soro controle anticorpo-negativo. Em adi¢do, as taxas de P/N
de 3 3 foram necessarios para calcular o sinal de retorno alto nas amostras ocasionais. Se
apenas uma destas condicdes foi atendida, a amostra foi considerada limitrofe.

Andlise dos dados. Calculamos as taxas de positividade de IgM para as primeiras amostras
pelo tempo apds o inicio do exantema. Para fazer isto, limitamos nossa andlise aos
individuos dos quais o diagnésticos de infeccdo por sarampo puderam ser feito usando
apenas a Segunda amostra. Também tracamos as taxas de declinio de positividade de IgM
para as segundas amostras pelo tempo de inicio do exantema para todas as pessoas e pelo
estado vacinal. Para isto, criamos as curvas de Kaplan-Meier e limitamos nossa analise aos
individuos cujas primeiras amostras foram IgM-positivas. Os resultados fronteirigos foram
classificados como negativos quando identificamos eventos usado no célculo das curvas de
Kaplan-Meier. Comparamos entdo as curvas de Kaplan-Meier das pessoas vacinadas e ndo
vacinadas usando o teste modificado de Wilcoxon [9]. Finalmente, comparamos as
varidveis categdricas usando o teste c? de Mantel-Haenszel e varidveis continuas usando o
teste estratificado de Wilcoxon [10].



Resultados

Estado vacinal dos pacientes. Incluimos amostras pareadas col etadas entre 1988 e 1995 de
166 pessoas. A idade mediana foi de 11 anos (variagdo, 0-56). A primeira amostra de
sangue foi coletada em uma mediana de 3 dias (48-72 hs) apds o inicio do exantema
(variacdo 1-11dias; n = 166) e a Segunda amostra de sangue foi coletada com média de 23
dias apos o inicio do exantema (variagéo, 6-47; n = 160).

A informagdo sobre o estado vacina estava disponivel para 157 pessoas (95%); destas, 77
(49%) tinham sido vacinados previamente (5 tinham sido vacinados duas vezes). Estas
pessoas previamente vacinadas os tinham sido com uma mediana de 13 anos antes do
inicio da doenca (variacdo, 15 semanas a 18 anos), h = 76). A data da vacinacdo ndo estava
disponivel estava disponivel 1 pessoa, porém esta pessoa foi confirmada como caso de
sarampo de um surto e presumivelmente ndo tinha sido vacinada imediatamente anterior a
doenca. A populacdo previamente vacinada era mais idosa (idade mediana, 15 anos;
variagdo, 1-26) que a populacdo ndo vacinada (idade média, 1 ano; variacdo, 0-56; P -
.0001, teste de Wilcoxon).

Razéo de soropositividade. A primeira e segunda amostras de soro foram IgM positivas
para 130 (78%) das 166 pessoas. Das primeiras amostras, 143 (86%) foram IgM positivas,
5 (3%) foram fronteiricos, e os 18 restantes (11%) foram IgM-negativos. Entre as segundas
amostras, 153 (92%) foram IgM-positivos, 2 (1%) foram fronteiricos e 11 (7%) foram
|gM-negativos.

Soropositividade das primeiras amostras quanto ao tempo. A Tabela 1 mostra os resultados
de IgM das primeiras amostras por dia apds 0 inicio do exantema por pessoas cujas
segundas amostras foram IgM-positivas. A taxa de soropositividade foi 77% (77/100;
Intervalo de confidéncia [Cl] de 95%, 69%-85%) para as amostras coletadas no espago de
3 dias (<72 h) ap6s o inicio do exantema. O estado vacinad ndo afetou esta taxa de
positividade de IgM (P = .229, c2 de Mantel-Haenszel, controle por dia apos o inicio do
exantema; n — 93). A taxa soropositividade foi 100% (53/53) para as primeiras amostras
coletadas nos dias 4-11 apds o inicio do exantema.

Soropositividade da segunda amostra quanto ao tempo. A Figura 1A mostra a taxa de
declinio de positividade de IgM para as segundas amostras por tempo apds o inicio do
exantema para 137 das 143 pessoas cujas primeiras amostras de soro foram IgM-positivas
(a data de coleta das segundas amostras esteve indisponivel para 6 pessoas). A taxa de
positividade de IgM caiu de 100% em 4 dias apds o inicio do exantema para 90% para 4
semanas do inicio do exantema, entéo declinou para 65% durante a quinta semana apdos 0
inicio do exantema.

A seguir determinamos as taxas de positividade de IgM para as segundas amostras por
semana apés o inicio do exantema e por estado vacina das pessoas cujas primeiras
amostras foram IgM-positivas (tabela 1, figura 1B). Tivemos informagéo de vacinacéo
para 130 das 137 pessoas citadas no paragrafo anterior. Para as 68 pessoas ndo vacinadas, a
taxa de positividade de IgM declinou de 100% em 4 dias apds o inicio do exantema para
94% para 4 semanas apos 0 inicio do exantema. Para as 62 pessoas previamente vacinadas,
a taxa de positividade de IgM atingiu <90% durante 3 semanas (figura 1B). A diferenca
nas taxas de declinio de positividade de IgM para vacinados comparada com as pessoas
ndo vacinadas se aproximaram mais ndo alcancaram significancia estatistica (P = .09; teste



de Wilcoxon modificado). Os resultados de IgM fronteiricos foram classificados como
IgM-negativos quando identificamos eventos usados para calcular as curvas de Kaplan-
Meier.

Tabela 1. Osresultados de IgM para as primeiras amostras por dia apos o inicio do exantema de 153 pessoas
cujas segundas amostras foram IgM-positivas e para as segundas amostras por semana apds o inicio do
exantema e por estado vacinal contra o sarampo de 130 de 137 pessoas cujas primeiras amostras foram IgM-

positivas.
Amostra de soro IgM+ IgM+/- IgM- Total % IgM+
Primeira amostra, todas as pessoas
Dial 20 3 5 28 71
Dia2 37 1 8 46 80
Dia3 20 1 5 26 77
Dia4 24 0 0 24 100
Dia5 20 0 0 20 100
Dia6 2 0 0 2 100
Dia7 5 0 0 5 100
Dia8 1 0 0 1 100
Diall 1 0 0 1 100
Tota 130 5 18 153 85
Segunda amostra, vacinados
Semana 1-2 19* Ef 0 21 90
Semana 3 19 0 1 20 95
Semana 4 14 0 2 16 38
Semana 5 5 0 0 5 100
>5 semanas 0 0 0 0 NA
Tota 57 2 3 62 92
Segunda amostra, ndo vacinados
Semana 1-2 4% 0 0 4 100
Semana 3 5 0 0 5 100
Semana 4 29 0 2 31 94
Semana 5 16 0 6 22 73
>5 semanas 6 0 0 6 100
Tota 60 0 8 68 38

Nota. O estado vacina do sarampo foi desconhecido para 7 pessoas. Dia 1, £24 h ap6s o inicio do exantema;
NA, ndo aplicavel.

* Todas as amostras foram coletadas durante a semana 2.

t Coletadas nos 12 e 13 apds o inicio do exantema.

¥ Amostras coletadas durante a semana 1.

Finalmente, tentamos avaiar se o periodo desde a vacinagdo ou tipo de vacina recebida
estava associado com um declinio precoce da positividade da IgM (em 3 semanas apds o
inicio do exantema). Par isto, examinamos o subconjunto das pessoas previamente
vacinadas cujas primeiras amostras foram IgM-positivas e cujas segundas amostras foram
coletadas em 3 semanas apds o inicio do exantema. Neste subconjunto, 3 de 41 pessoas
tiveram resultados IgM fronteirigos (2 na semana 2) ou negativo (1 na semana 3). Estas 3
pessoas todas receberam vacina contra o sarampo em ou apés 1979 (um estabilizante
aperfeicoado para as vacinas contra o sarampo foi introduzido em 1979) e foram vacinados
1 ano, 12 anos e 4 meses previamente. As pessoas que foram vacinadas antes de 1979 (n =
29) foram mais provaveis de serem |gM-positivas nas 3 semanas apds 0 inicio do exantema
gue as pessoas vacinadas em ou apds 1979 (n = 12; P = .008 pelo c2 de Mantel-Haenszel,



controlado por semana da coleta da amostra). Também encontramos que pessoas cujas
segundas amostras foram fronteiricas ou negativas em 3 semanas apds 0 inicio do
exantema foram mais provaveis de serem vacinadas mais recentemente que pessoas que
foram IgM-positivas (P = ;056, teste estratificado de Wilcoxon, controlado por semana de
coleta das amostras).
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Figura 1. Curvas de Kaplan-Meer mostrando declinio taxas taxas de positividade de IgM para as segundas
amostras sobre o tempo (A) para todas as 137 pessoas cujas primeiras amostras foram IgM-positivas e pelo
estado vacinad (B), incluindo 68 ndo vacinados linha sdlida e 62 vacinados (linha interrompida) cujas
primeiras amostras foram IgM-positivas. Os resultados fronteiricos foram classificados como 1gM-negativos
guando identificados os eventos usados para calcular as curvas.

Estas duas variaveis ndo sdo independentes, como se esperava, pessoas que foram
vacinadas em ou apés 1979 foram significante mais provaveis de terem sido vacinadas



mais recentemente gque as pessoas que foram vacinas antes de 1979 (P = .oo0l, teste
estratificado de Wilcoxon, controlado por semana de coleta da amostra). Fomos incapazes
de determinar qual desses fatores foi 0 predominante.

Discussao

Com base neste estudo, uma amostra simples de soro pode ser usada para diagnéstico da
maioria dos casos de sarampo com uma captura EIA de anticorpo IgM se a amostra for
coletada entre 72 h e 4 semanas apds o inicio do exantema. Neste estudo, limitamos nossa
andlise a pares de amostras com no minimo 1 amostra IgM-positiva. Esta definicdo exclui
alguns casos de sarampo que ndo tiveram anticorpos IgM detectéaveis na primeira ou
Segunda amostras, porém podem Ter sido diagnosticados com base de um aumento de 4
vezes nos titulos de 1gG. Considerando que rotineiramente ndo diagnosticamos casos de
sarampo com base no aumento de titulos de 1gG em 4 vezes, ndo temos uma coorte de
pacientes diagnosticados dessa maneira para comparar com os resultados obtidos quando
usamos o0 ensaio de IgM. Entretanto, os dados de Erdman e col [7,11] sugerem que a
captura EIA de IgM é suficientemente sensivel, mesmo em pessoas previamente vacinadas
(907% [7] € 96% [11] e que os casos perdidos podem ser raros.

No presente estudo, todas as primeiras amostras coletadas entre 72 h e 11 dias ap0s o inicio
do exantema foram IgM-positivas. Nas primeiras 72 h ap6s o inicio da doenca
exantematica, entretanto, apenas 77% das amostras foram |gM-positivas. Estes resultados
sd0 consistentes com agueles de Lievens e Brunell [12], que encontraram que 3 das 4
amostras da fase aguda |gM-negativas de 25 casos de sarampo (todos tiveram um segundo
soro que IgM-negativos) foram coletados nas primeiras 72 h apds o inicio da doenca
exantematica. Nossos dados sugerem que o soro coletado durante os primeiros 3 dias apos
0 inicio do exantema ainda permitir4 deteccdo da maioria dos casos de infeccdo por
sarampo. Esta observacdo € estimulante porque em agumas insténcias, a Unica
oportunidade que o pessoal médico e de sallde publica tem para colher amostras clinicas de
pessoas suspeitas de sarampo pode ser quando as pessoas procuram o centro de salde, o
gue usualmente ocorre nas primeiras 72 hs do inicio do exantema. Entretanto, se a EIA for
negativa nas primeiras 72 h apos o inicio do exantema, os investigadores devem considerar
a coleta de uma Segunda amostra mais tarde no curso da doenca se for importante para o
gerenciamento do controle de surto.

Os resultados de nossa revisao também prediz uma taxa de soropositividade de 2 90% de
todos os casos de sarampo com amostras que foram coletadas nas 4 semanas do inicio do
exantema (2 94% de pessoas ndo vacinadas), com a taxa de soropositividade declinando em
pessoas cujas amostras foram coletadas >4 semanas apds o inicio do exantema (figura 1).
Estes achados sdo consistentes com aqueles de Vuorimaa et a. [13], que demonstrou,
usando uma RIA, que os anticorpos IgM tornam-se indetectaveis em 29 de 30 individuos
com sarampo em 1-3 meses apos o inicio do exantema. Similarmente, Arista et al. [14],
demonstrou, usando um teste IFA, um EIA indireto, e a captura EIA, que as primeiras
amostras |gM-negativas foram coletadas >30 dias ap6s o inicio do exantema [14].

Encontramos que a taxa de positividade de IgM para 62 pessoas previamente vacinadas
caiu abaixo de 90% durante a terceira semana apos o inicio do exantema (figura 1B).
Entretanto, a significancia deste achado ndo € clara. Por um lado, podemos ter
superestimado a taxa de declinio da positividade da IgM para estas pessoas previamente
vacinadas. Classificamos as duas amostras fronteiricas coletadas durante a semana 2 como
negativas quando identificamos os eventos usados para calcular as curvas de Kaplan-



Meier. Se estas amostras fronteiricas fossem consideradas IgM-positivas, poderia néo
haver diferenca aparente nas taxas de positividade de IgM no tempo entre os grupos de
vacinados e ndo vacinados (tabela 1); entretanto, o nimero de resultados 1gM-negativos
poderia ser muito pequeno (n=3) para gerar uma curva de Kaplan-Meier.

Por outro lado, podemos Ter subestimado a taxa de declinio da positividade de IgM para
algumas pessoas previamente vacinadas. E possivel que o tipo de vacina contra o sarampo
recebida, o tempo desde a vacinagdo, ou 0 nimero de doses de vacina pode afetar a
duracéo da positividade de IgM. Por exemplo, muitas vacinas produzidas no inicio de 1979
s80 mais estaveis ao calor devido a um estabilizador aperfeicoado, 0 que pode resultar em
um produto mais imunogénico [15]. Desta forma, as pessoas vacinadas antes de 1979
podem ser mais provaveis de Ter respostas a IgM similares aguelas de pessoas ndo
vacinadas. E também factivel que o tempo desde a vacinagio pode afetar a duragio da
resposta de IgM a infecgdo por sarampo, possivelmente devido a imunidade fraca, com
pessoas recentemente vacinadas tendo uma duragdo mais curta de positividade de IgM.

Nossos dados ndo permitiram diferenciar os efeitos que o tempo desde a vacinagdo e o tipo
de vacina recebida poderia Ter na duracdo da positividade da IgM. Similarmente, n&o
pudemos avaliar o efeito potencial que a recepcdo de uma Segunda dose de vacina poderia
Ter na duragéo da resposta a IgM (apenas 5 pessoas em nosso estudo tinham recebido 2
doses de vacina contra 0 sarampo).

Mais estudos seréo necessarios para se entender melhor a taxa de declinio da positividade
dalgM entre pessoas previamente vacinadas.

Em concluséo, nossos dados sugerem que, em geral, uma simples amostra de soro pode ser
usada para diagnosticar a maioria dos casos de sarampo se coletada entre 72 h e 4 semanas
apos o inicio do exantema usando um captura de IgM do tipo EIA. Em pessoas vacinadas
previamente, pode existir um pequeno aumento do risco de ndo deteccdo de uma resposta
de IgM a0 sarampo quando as amostras sao coletadas >2 semanas apds o inicio do
exantema.
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