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PREFACIO

Los pafses de la Region de las Américas adoptaron la meta de interrumpir la transmision endémica del sarampion y
de la rubéola para los afos 2000 y 2010, respectivamente. Gracias a la implementacién exitosa de las estrategias
de vacunacién del sarampién y de la rubéola, los paises interrumpieron la transmision endémica del sarampion
en el 2002 vy la de la rubéola en el 2009. Después de un proceso de verificacion, la Regién de las Américas fue
declarada libre de rubéola endémica y del sindrome de rubéola congénita (SRC) en el 2015 v libre de sarampion
en el 2016.

Para mantener la eliminacion del sarampion y de la rubéola en la Regién, es esencial que la vigilancia de laboratorio
siga las recomendaciones establecidas en el marco de la Red Regional de Laboratorios de Sarampién y Rubéola
(RRLSR) de la OPS vy garantizar que todos los laboratorios nacionales que participan en la Red Mundial de
Laboratorios de Sarampion y Rubéola (RMLSR) de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y en la RRLSR
proporcionen resultados precisos y confiables.

Como parte del apoyo de laboratorio y de la experiencia técnica que proporciona la OPS en la fase posterior a la
eliminacion (una vez declarada la eliminacién), se han formulado y difundido de manera continua orientaciones
técnicas respecto a las estrategias de realizacion de pruebas, correlacion e interpretacion de resultados,
entrenamientos vy transferencia de tecnologia a fin de mejorar la capacidad de los laboratorios nacionales para
proporcionar resultados que permitan una clasificacion precisa de los casos y optimizar la respuesta del sistema
de vigilancia de los paises para detectar virus importados y brindar desde el laboratorio orientaciones para el
estudio de cadenas de transmision.

El propdsito de este documento es proveer informacion acerca de las muestras clinicas requeridas vy las pruebas
disponibles en los laboratorios nacionales para apoyar la vigilancia por laboratorio de sarampion y rubéola,
mantenimiento del aseguramiento de la calidad establecido por la RMLSR de la OMS. También brindar orientacion
técnica a fin de estandarizar las pruebas de laboratorio para el sarampion vy la rubéola en los casos esporadicos
con resultado inicial de IgM-positivo donde se desarrollaron algoritmos para el andlisis; al igual que en el estudio
de cadenas de transmision con el proposito de proveer las evidencias requeridas por el sistema y optimizar el
uso de los recursos. Este documento es esencialmente una herramienta para ayudar a mejorar la investigacion
de laboratorio y la clasificacion de los casos de sarampion y de rubéola en la Region de las Américas, un requisito
fundamental para mantener la eliminacion de estos dos virus en la Region.

»

Cuauhtémoc Ruiz Matus

Jefe de la Unidad de Inmunizacion Integral

Departamento de Familia, Promocién de la Salud y Curso de Vida
OPS/OMS
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ABREVIATURASY SIGLAS

ARN acido ribonucleico

CRL coordinador regional de laboratorios (OPS)

GTA Grupo Técnico Asesor sobre Enfermedades Prevenibles por Vacunacion

HHV-6 herpesvirus humano 6

HNF hisopado nasofaringeo

IgM inmunoglobulina de clase M (tipo de anticuerpo)

IH inhibicion de hemaglutinacion (prueba)

LN laboratorio nacional

MTV medio de transporte viral

OPS Organizacién Panamericana de la Salud

PC prueba de competencia

RMLSR Red Mundial de Laboratorios de Sarampién y Rubéola (OMS)

RRLSR Red Regional de Laboratorios de Sarampién y Rubéola (OPS)

SR doble viral o vacuna contra el sarampion vy la rubéola

SRP triple viral o vacuna contra el sarampion, la rubéola y las paperas



Red de Laboratorios
de Sarampién y Rubéola
Regién de las Americas, 1995-2018

® 21 Laboratorios nacionales
® 2 Laboratorios regionales de referencia
® 1 Laboratorio mundial especializado

110 Laboratorios Sub-Nacionales
21 en Argentina
27 en Brasil
26 en Canada
5 en Colombia
31 en México



RESUMEN

El propdsito de este documento es guiar y estandarizar el analisis de muestras de casos sospechosos de sarampién
y rubéola en la red de laboratorios de la Region de las Américas. En él se presentan algunos datos pertinentes
sobre la eliminacion del sarampion y de la rubéola en la Regidn, la obtencion de muestras bioldgicas necesarias
para realizar los analisis de laboratorio y los métodos o pruebas disponibles en la red regional de laboratorios.
Ademés, en el documento se describen las principales actividades relacionadas con el aseguramiento de la calidad
en los laboratorios que integran la Red Mundial de Laboratorios de Sarampién y Rubéola, asi como la notificacién
de casos detectados y el reporte de los resultados al sistema de vigilancia.

Este documento servira de herramienta a fin de aumentar la capacidad del personal de salud para el anélisis de
casos, mejorar la correlacion de los resultados de laboratorio con los datos clinicos y epidemioldgicos, y optimizar
el uso de las pruebas de laboratorio en beneficio de la comunidad, el sistema de vigilancia y los encargados de
tomar las decisiones. Con este proposito se presenta el algoritmo de rutina y el algoritmo complementario para
analizar las muestras de casos sospechosos con resultado inicial de IlgM-positivo o indeterminado. Se ha incluido
una seccion para destacar la funcion del laboratorio durante los brotes de sarampién o rubéola y otra frente a los
casos esporadicos importados o en el estudio de cadenas de transmision.

Ademas, en el documento se presenta una propuesta de formularios que deben adjuntarse cuando se remitan
muestras de de casos esporadicos con resultado de IgM-positivo o indeterminado, a fin de que se incluya la
informacion basica que facilite la interpretacion de dichos resultados vy la clasificacion final de los casos.

Son muchos los documentos técnicos vy cientificos que se han publicado y que se seguiran publicando sobre
los andlisis de laboratorio para el diagnostico del sarampién vy la rubéola, la confirmacion de la infeccién aguda,
la confirmacion de reinfeccion, la deteccién de falla vacunal primaria o secundaria, la deteccion de inmunidad,
entre otros aspectos. Algunas de estas publicaciones se han considerado y citado en este documento con el
proposito de facilitar la interpretacion de los resultados, optimizar el uso de las pruebas de laboratorio y clasificar
adecuadamente cada caso, sin embargo, si el lector tiene interés en profundizar sobre el estudio de alguno de los
temas, recomendamos consultar la literatura cientifica actualizada y disponible.

La lectura y aplicacion de estas orientaciones en la vigilancia rutinaria permitird mejorar las competencias del
personal de salud en cuanto a la investigacion de laboratorio de los casos sospechosos de sarampién y rubéola
en un contexto de incidencia baja de la enfermedad, como un componente esencial para mantener a los paises
de la Region libres de estas enfermedades.



Monocapa de células Vero coloreadas con azul de metileno/fenol.
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En 1994, los paises de la Region de las Américas establecieron la meta de interrumpir
la transmision del sarampion endémico para el afno 2000 (1). A fin de lograr la
eliminacién, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) elabord estrategias
que incluyen actividades de vacunacion destinadas a lograr una inmunidad alta en
la poblacion, junto con una vigilancia sensible para detectar casos sospechosos,
con confirmacion por laboratorio de la infeccion aguda por el virus del sarampion
v el aislamiento viral o la deteccion del 4cido ribonucleico (ARN) para permitir la
identificacién molecular de la fuente del virus (2). Con este propdsito la OPS junto
con el CDC de Atlanta crearon la Red Regional de Laboratorios de Sarampion vy
Rubéola (RRLSR).

Enla XVl Reunién del Grupo Técnico Asesor (GTA) sobre Enfermedades Prevenibles
por Vacunacion de la Organizacién Panamericana de la Salud, celebrada en San
José (Costa Rica) en agosto del 2009 (3), la OPS presento el Plan de accién para la
documentacion y verificacion de la eliminacion del sarampion, la rubéola v el sindrome
de rubéola congénita en la Region de las Américas (4). Uno de los componentes
esenciales del plan es mantener la vigilancia por laboratorio del sarampion v la
rubéola y generar evidencias sobre la epidemiologia molecular de estos virus.
Los datos genéticos obtenidos mediante la investigacion llevada a cabo por esta
red han aportado importante evidencia que documenta: 1) la interrupcion de la
transmisién endémica del sarampion y la rubéola, asi como 2) el mantenimiento del
estado de eliminacion en la Region.

La RRLSR se incorpord a la Red Mundial de Laboratorios de Sarampion y
Rubéola (RMLSR), creada por la OMS en el 2000, vy ha introducido métodos de
diagnostico y reactivos normalizados asi como una garantia de la calidad integral.
Esto incluye el uso de pruebas de competencia (realizadas con una evaluacion de
la calidad del diagndstico de laboratorio mediante el andlisis de paneles de suero),
pruebas de confirmacion, control de calidad interno, proceso de acreditacion de
laboratorios, seguimiento de la entrega oportuna de resultados, y notificacion
semanal de indicadores de desempefo al sistema de vigilancia nacional del
sarampion vy la rubéola (denominado en adelante “sistema de vigilancia”), asi
como la participacion de la OPS como responsable de la coordinacién del sistema
de vigilancia regional.
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La vigilancia virolégica llevada a cabo por la RRLSR se
usa para observar los cambios que se producen en
los genotipos y en las secuencias de los virus con el
transcurso del tiempo en un determinado pais y en
la totalidad de la Region. La informacion se analiza
conjuntamente con los datos epidemioldgicos de
rutina para ayudar a documentar la interrupcion de
la transmisién del sarampidn endémico en la Region
y para proporcionar datos sobre su epidemiologia
molecular, una herramienta crucial para documentar
la ausencia de un genotipo endémico o las
importaciones de genotipos de otras regiones.

Se entiende por eliminacion la ausencia de
transmision del sarampidon o de la rubéola endémica
en una zona geografica definida (por ejemplo, un pais
0 una region) durante un periodo de > 12 meses, en
presencia de un sistema de vigilancia que funcione
adecuadamente (5). En el contexto de la eliminacion,
un caso aislado de sarampion con confirmacion de
laboratorio se considera un brote de sarampién
confirmado (6, 7) y requiere una respuesta rapida.

El Comité Internacional de Expertos declard la
eliminacion de la rubéola y del SRC en abril del
2015, y anuncio la eliminacion del sarampion el 27
de septiembre del 2016, con lo que la Regiéon de las
Américas paso a ser la primera region del mundo que
alcanzo estas metas. Sin embargo, dado que persiste
la circulacién del sarampion en varias regiones del
mundo, los paises de la Region de las Américas
siguen corriendo el riesgo de que se produzcan

importaciones de estos virus. Estas orientaciones
para las pruebas de laboratorio que se realizan a
las muestras procedentes de casos esporadicos de
sarampioén vy rubéola se han disefiado a fin de ayudar
a: 1) proteger los logros alcanzados en la Region
en la eliminacion de la rubéola y el sarampion vy
2) garantizar que todos los laboratorios regionales
y nacionales participantes proporcionan resultados
precisos y de buena calidad.

La elaboracion y difusion de estas orientaciones fue
propuesta inicialmente por un grupo de expertos
durante una reunién en la sede de la OPS en
Washington, D.C., que tuvo lugar el 27 de agosto del
2008. El contenido que se presenta a continuacion
ha sido examinado y actualizado en funcion de la
experiencia de los Estados Miembros de la OPS
en el proceso de verificacion de la eliminaciéon del
sarampiony larubéola en la Regidn. Los responsables
del sistema de vigilancia en los paises deben hacer
todo lo posible por seguir estas orientaciones,
reconociendo que es posible que en algunas
situaciones no se disponga de informacion suficiente
para tener plena certeza sobre la clasificacion
final de los casos y que este documento es una
herramienta para mantener una buena investigacion
por laboratorio, facilitar la clasificacion final de los
casos vy apoyar la sostenibilidad de la eliminacion
permitiendo mantener la Regién libre del sarampion
y de la rubéola.
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SARA RUBEN

Sara a los 3 dias de erupcidn por sarampion Rubén a los 3 dias de erupcién por rubéola
presentd fiebre alta, conjuntivitis, tos y coriza, dos dias Presenté fiebre, linfoadenopatias y erupcion generalizada
después erupcion maculo-papular generalizada detras de las macular detras de las orejas, y se extendid rapidamente a
orejasy en la cara, y se extendié progresivamente al cuello, el todo el cuerpo, predominando en el tronco vy cerca de los
pecho, la espalda, las extremidades superiores, el abdomen y pliegues. La erupciéon era de color rojizo y de bordes bien
por ultimo a las extremidades inferiores. definidos, no pruriginosa.

La erupcion cambio de rojo a café oscuro, fue descamativa y
no pruriginosa.






2. Obtenc

de muestras b

on v transporte

0logicas

Considerando la similitud del sarampidn y la rubéola en cuanto a su presentacion
clinica, investigacion epidemioldgica y diagnostico de laboratorio, desde el 2003,
la Region realiza una vigilancia totalmente integrada del sarampion y la rubéola, y
las muestras de suero de los casos sospechosos son analizadas simultaneamente
para detectar los anticuerpos IgM especificos para cada uno de estos virus (6).

En todo caso sospechoso de sarampion o rubéola, se debe obtener una muestra
de suero y, como minimo, una muestra para el aislamiento viral en el primer
contacto con el paciente. Dado que los resultados serologicos a veces pueden
no ser concluyentes, el uso de una muestra adecuada para la deteccién del virus
puede mejorar la clasificacion de los casos. En una muestra obtenida dentro de
los 3 dias de la aparicion de la erupcion se tiene una mayor probabilidad de
detectar el virus. La deteccion del virus permite también una caracterizacion
genética del virus del sarampién y la rubéola asociado a la infeccion.

La obtencién de muestras respiratorias por hisopado es el método preferido para
la deteccion viral; el hisopado puede ser faringeo, nasal o nasofaringeo, ya sea
en una sola muestra o en muestras combinadas. Dependiendo de la situacion, y
la disponibilidad de dispositivos, también se pueden obtener muestras de orina
o liquido bucal. La obtencion de muestras respiratorias y de orina aumenta la
probabilidad de deteccion del virus en los casos aislados que se producen en
relacion con antecedentes de viaje internacional reciente o cuando hay un grado
de sospecha elevado. Una vez obtenidas las muestras, deben ser enviadas tan
pronto como sea posible y en condiciones adecuadas al laboratorio.

En la obtencién de muestras clinicas, algunos investigadores designan la fecha
de apariciéon de la erupcion como “dia cero”, mientras que otros designan esta
fecha como “dia uno”. En aras de una mayor uniformidad, en este documento
recomendamos designar la fecha de la aparicion de la erupcion como “dia cero”.

oliojeloge| ap seqanud se| esed ses3sanwi ap UOIdUSIJO
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Figura 1. Tipo de muestra recomendada segun los dias transcurridos desde la aparicién de la erupcién
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2.1 Suero

Para las pruebas serologicas, la muestra de sangre
se extrae mediante flebotomia, preferiblemente en
un tubo seco con gel separador. La sangre se deja
coagulary, a continuacion, se centrifuga para separar
el suero. El suero se transfiere asépticamente a un vial
estéril con tapa de rosca. El suero debe mantenerse
refrigerado hasta el momento del anélisis o debe
enviarse con paquetes refrigerantes. Nunca congele
un tubo que contenga sangre completa, dado que se
puede generar hemolisis.

La muestra de suero se utiliza en las pruebas
seroldgicas para la determinacion de anticuerpos
especificos tipo 1gM e IgG. En la vigilancia del
sarampion vy la rubéola se recomienda la obtencion
de la muestra de suero al primer contacto del caso
con la institucion de salud y en un plazo no mayor a
los 30 dias de la aparicién de la erupcion (8).

La vigilancia rutinaria del sarampion y la rubéola se
basa en la determinacion de IgM en una muestra
Unica de suero, preferiblemente obtenida durante la
fase aguda de la enfermedad (primeros 7 dias desde
el inicio de la erupcién).

Algunos casos, pueden requerir de una segunda
muestra de suero, la cual, deberd obtenerse
durante la fase convaleciente de la enfermedad, y
preferiblemente a los 14 a 21 dias (en un rango de
10 y 30 dias) después de la obtencion de la primera

muestra de suero (?) para permitir la medicion de un
aumento significativo del titulo de IgG y confirmar
los resultados iniciales de la IgM. El intervalo de
tiempo ideal entre la obtenciéon de la muestra aguda
y la obtenciéon de la muestra de convalecencia (a las
que en conjunto se denominan “sueros pareados”)
es de alrededor de 2 a 3 semanas.

2.2 Muestras respiratorias

Para las pruebas viroldgicas, se pueden obtener
muestras de las vias respiratorias mediante hisopado
nasal (HN), hisopado faringeo (HF) o hisopado
nasofaringeo (HNF). Es importante obtener una
buena cantidad de células epiteliales (frotando o
girando con el hisopo sobre el epitelio) para que se
pueda detectar el virus, utilizar hisopos de poliéster,
rayon o nylon. No se debe dejar que el hisopo se
seque vy se lo debe colocar en un tubo que contenga
medio de transporte viral (MTV) o solucion salina
amortiguada con fosfato (PBS por su sigla en inglés)
que sean estériles. La muestra debe mantenerse
refrigerada (temperatura de 2 °C a 8 °C) hasta el
momento del envio y durante el transporte. En el
laboratorio, la muestra puede congelarse a -70 °C. El
momento ideal para la obtencién de las muestras de
vias respiratorias dentro de los 7 dias de la aparicion
de la erupcion, pero pueden obtenerse hasta 14 dias
después de la aparicion de la erupcion (9).
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2.3 Orina

Las muestras de orina pueden recogerse en un
recipiente apropiado de plastico y de boca ancha.
Debe centrifugarse la orina y el sedimento debe
resuspenderse en 2-3 ml de MTV o PBS estériles.
La muestra de orina resuspendida en MTV debe
congelarse a -70 °C. Si no se dispone de una
centrifugadora, la muestra de orina debe refrigerarse
a temperatura de 2 °C a 8 °C y se debe enviar con
bolsas refrigeradas (“paquetes refrigerantes”) dentro
de las 48 horas siguientes a un laboratorio en el que
pueda realizarse el aislamiento viral o la deteccion del
ARN mediante reaccion en cadena de la polimerasa
con transcriptasa inversa cuantitativa (RT-gPCR

por su sigla en inglés). El intervalo de tiempo
recomendado para la obtencion de las muestras de
orina es dentro de los 7 dias de la apariciéon de
la erupcién, pero estas pueden obtenerse hasta 10
dias de la aparicion de la erupcion (figura 2).

La informacion adicional y los protocolos para
la obtencién, el envio, el procesamiento y la
conservacion de estas muestras y otras pueden
consultarse en el manual de laboratorio de la OMS
(9) y en los siguientes documentos [en inglés] en las
paginas web de la OMS vy de los CDC: http://www.
who.int/ihr/elibrary/manual_diagn_lab_mea_rub_
en.pdf y https://www.cdc.gov/vaccines/pubs/surv-
manual/chpt22-lab-support.pdf.

Figura 2. Pretratamiento y conservacidon de muestras de orina para aislamiento viral o deteccién de ARN
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2.4 Embalaje y transporte seguro de
muestras

El transporte seguro de muestras debe asegurar el
cumplimiento de las regulaciones nacionales e inter-
nacionales vigentes, y especificamente las recomen-
daciones de triple embalaje (figura 3), documenta-
cion y medidas de bioseguridad pertinentes.

El transporte de muestras biolégicas debe cumplir las
recomendaciones de la Guia sobre la reglamentacion
relativa al transporte de sustancias infecciosas vigente
(28), adjuntando la documentacion requerida.
Los usuarios de la reglamentacion de mercancias
peligrosas de la Asociacion del Transporte Aéreo
Internacional  (IATA) son responsables de dar
seguimiento a las modificaciones, actualizaciones vy

correcciones en vigor. La persona responsable del
envio internacional debe contar con una certificacion
de expedidor vigente.

El remitente, destinatario vy la empresa de transporte
deberan establecer de manera anticipada una
adecuada coordinaciéon para asegurar que el material
sea transportado de forma segura, en los embalajes
adecuados y que llegue a su destino oportunamente
y en buenas condiciones.

Enelcasode que las muestras seleccionadas requieran
ser enviadas a los CDC, los laboratorios deben
informar al coordinador regional de laboratorios (CRL)
de la OPS para obtener la autorizacién previa al inicio
del proceso de envio.

Figura 3. Esquema de triple embalaje de sustancias infecciosas Categoria A

Recipiente primario
(tubo primario)

Embalaje secundario
(impermeable)

REMITENTE

Nombre:

mwﬁ“”“wﬁw\«wm‘\

Direccien; — .
= = 3N 2::4[(.'“ ALOS SERES HUMANOS

Nombre;
st S

0 sttty
Oireccien
Cludag

toro:

Telétono

SUSTANCIA INFECCIOSA

CANT. NETA: Xx

<+— Tapadera

Material absorbente

Registro de la muestra
(incluya lista detallada
de los componentes del contenido)

Envase exterior

Signo de orientacion
del paquete

(no es obligatorio

si la capacidad del
recipiente primario
no supera los 50 ml)

SUSTANCIA IN
Siel paguete sufre
notifiquelo inm,

FECCIOSA

darios o fugas,
ediatamente
alas. autoridades
desalud piblicy

or Marca de especificaciones

? de las Naciones Unidas

Fuente: adaptado a partir de IATA, Montreal, Canada. Ejemplo de sistema de embalaje de triple empaque y etiquetado para sustancias infecciosas.




3. Meétodos disponibles
en la red regional de laboratorios
de sarampion vy rubeola

En este apartado se describen las pruebas de laboratorio disponibles para la
confirmacion de la infeccion aguda por el virus del sarampién o de la rubéola
(11). Con la excepcion de las pruebas de ELISA para la I1gM vy la 1gG, otras
pruebas adicionales como la de la avidez de la I1gG pueden no estar disponibles
en todos los laboratorios nacionales (LN). Dado que, en general, son pocas las
muestras que requieren otras pruebas adicionales (y dadas las limitaciones de
recursos existentes), tal vez resulte mas eficiente que los LN remitan las muestras
seleccionadas a un laboratorio de referencia regional (LRR) para la realizacion
de pruebas adicionales. Los LN deben ponerse en contacto con el coordinador
regional de laboratorios (CRL) de la OPS vy con el punto focal de inmunizacién
de la OPS para coordinar el envio de la muestra al LRR o al laboratorio mundial
especializado (LME). El uso correcto de los andlisis requiere de la correlacion
clinica con algunos marcadores bioldgicos de la infeccion por el virus del
sarampion o de la rubéola (figura 4).
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Figura 4. Algunos marcadores biolégicos de la infeccion por el virus del sarampién o de la rubéola
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3.1 Métodos serologicos

Todas las muestras de suero se procesaran
rutinariamente para la determinacién de lalgM contra
el sarampiony contra la rubéola. La interpretacion de
los resultados debe seguir los criterios de validacién
recomendados por el fabricante de la prueba. Para
facilitar el seguimiento y las orientaciones técnicas
en este documento, el término ‘“indeterminado”
incluye todo resultado indeterminado o equivoco.

Las pruebas se repetiran de inmediato si no cumplen
alguno de los criterios de validacion del ensayo; solo se
notificaran al sistema de vigilancia los resultados de las
pruebas validadas. Todo suero con resultado IgM-posi-
tivo o indeterminado se deberd procesar nuevamente
para asegurar la reproducibilidad del resultado.

En personas susceptibles expuestas al virus del
sarampién o de la rubéola (ya sea de tipo salvaje
0 una cepa vacunal), la prueba para detectar la
respuesta de 1gM se basard en el momento de
aparicion de la erupcién. Los anticuerpos pueden
detectarse durante alrededor de un mes en el caso
del sarampiony alrededor de dos meses en el caso de
la rubéola. La produccion de IgG comienza después
de la produccion de la IgM, alrededor de 5-10 dias
después de la aparicion de la erupcion cuténea, y
persiste durante toda la vida de la persona que ha
estado expuesta (12).

El diagndstico seroldgico de una infeccién aguda
puede basarse en la deteccion de: 1) anticuerpos
IgM especificos en una sola muestra de suero o 2)

un aumento significativo del titulo de anticuerpos
lgG en dos muestras de suero, de la fase aguda vy
de la fase de convalecencia, es decir, en “sueros
pareados” (13).

3.1.1 Determinacion de los anticuerpos

IsM e I3G

Existen multiples métodos para la determinacién
de los anticuerpos IgM e IgG, como el ensayo de
inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA), la prueba
de inhibicion de la hemaglutinacion (IH), la prueba
de inmunofluorescencia (IFA), la prueba de fijacion
del complemento vy la prueba de neutralizacién por
reduccion de placas (PRNT). Sin embargo, la prueba
de ELISA es el método recomendado para el sistema
de vigilancia, dada su precision vy sensibilidad, asf
como su aplicabilidad en términos de facilidad
para realizar la prueba vy la obtencién de resultados
rapidos, precisos yconfiables.

Todos los LN usan pruebas comerciales de ELISA
para detectar los anticuerpos IgM e IgG contra el
sarampioén vy la rubéola, siguiendo lo establecido en
las recomendaciones de la OPS/OMS basadas en
la evidencia presentada (14,15,16). Estos kits de
analisis han tenido buen desempefio y han mostrado
una alta sensibilidad y especificidad. Sin embargo,
debe advertirse a los profesionales de la salud
publica que a veces se pueden producir resultados
positivos falsos y negativos falsos, y que es posible
que sea necesario hacer méas pruebas. Cuando se
sospecha de un resultado negativo falso, en un caso
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altamente sospechoso, se puede obtener una nueva
muestra de suero entre los dias 4 -30 dias después
de la aparicion de la erupcion, para deteccion de
anticuerpos 1gM/IgG. La seroconversiéon de IgM o
lgG permite confirmar el caso.

3.1.2 Seroconversion de la I3G

Cuando se produce una infeccion por el virus en
una persona que no ha tenido un contacto previo,
pueden detectarse anticuerpos IgG especificos para
el virus unos pocos dias después de los anticuerpos
IgM. La IgG deberia poderse detectar de 5 a 7 dias
después de la aparicion de la erupcién y puede
alcanzar el valor maximo alrededor de 2-3 semanas
después de la aparicion de la erupcién; en una
persona infectada, los anticuerpos persistiran a lo
largo de toda la vida.

Cuando se produce una infeccion por el virus en
una persona anteriormente vacunada y se sospecha
la posibilidad de una infeccién de sarampion o de
rubéola, el suero de la fase aguda sera IgM-negativo
e lgG-positivo. En ese caso, la obtencién de una
segunda muestra de suero una o dos semanas
después es Util para: 1) determinar la respuesta de
lgG en sueros pareados (una muestra de la fase
aguda y una muestra de la fase de convalecencia) vy
2) aportar evidencia de cualquier aumento
significativo del titulo de anticuerpos IgG especificos.

La 1gG especifica contra el sarampion o la rubéola
puede detectarse con la prueba de ELISA vy existen
kits producidos comercialmente. Un aumento del
titulo de la 1gG especifica puede detectarse usando
un ELISA semicuantitativo o andlisis cuantitativos
como la Hl o la PRNT (17). Tanto la IH como la PRNT
consumen mucho tiempo y requieren de capacitacion
y recursos adicionales, por lo que la prueba de ELISA
es el método preferido para ser usado en la RRLSR. El
método empleado variara segln el tipo de kit de ELISA
utilizado, y para la interpretacién de los resultados y
el uso de los algoritmos cuantitativos deben seguirse
las instrucciones del fabricante. Algunos autores
han indicado que los valores elevados de la prueba
de ELISA no se corresponden directamente con un
aumento del titulo de anticuerpos, pero otros han
afirmado que existe una correlacién entre el valor
obtenido en un ELISA v los niveles de anticuerpos en
el titulo determinado en la PRNT (17). EI CRL de la

OPS, el LRR y el LME pueden formular orientaciones
respecto al uso de las pruebas de ELISA para medir el
titulo de IgG.

3.1.3 Avidez de la I3G

La “avidez” es la fuerza de la unién de los anticuerpos
leG al antigeno. La respuesta inicial al primer
contacto del sistema inmunitario con un antigeno
es la produccién de IgM. Poco después, pueden
detectarse anticuerpos IgG con avidez baja y al cabo
de unos pocos meses se detectan IgG con avidez
alta. La avidez de la IgG depende de la maduracion
de la 1gG, que consiste en el paso de débil a fuerte
de la union de los anticuerpos 1gG a un antigeno.

Las pruebas de la avidez diferencian la respuesta
inmunitaria primaria de la secundaria. Este tipo de
pruebas resulta especialmente Util para demostrar
la inmunidad previa en las mujeres embarazadas,
para evitar interpretaciones inadecuadas de la IgM vy
para facilitar la posible deteccion de la falla vacunal
primaria o secundaria, asi como la clasificacién
final de cualquier caso (18,19). Es posible que las
pruebas de avidez de la IgG resulten Utiles también
para documentar los casos en los que la muestra de
suero se ha obtenido mas de 30 dias después de la
aparicion de la erupcién si no se detecta IgM pero
los datos clinicos y epidemiolégicos sugieren que se
trata de un caso real de sarampién o de rubéola. En
tales situaciones, un resultado de avidez baja puede
ayudar a confirmar el caso (20).

Los LRR pueden realizar la prueba de avidez
contra el sarampién vy la rubéola y existen algunas
pruebas comerciales para ello (21). Se recomienda
la validacion de la prueba antes de su uso. En la
actualidad, la RRLSR envia las muestras al laboratorio
especializado mundial de los Centros para el Control
y la Prevencién de Enfermedades (CDC) de Estados
Unidos para las pruebas de avidez. Las pruebas
de avidez de la IgG contra el sarampion y contra
la rubéola que se realizan en los CDC requirieron
una amplia validacion y el uso de controles bien
caracterizados. Los laboratorios deben informar al
CRL para obtener la autorizacién previa al inicio del
proceso de envio de las muestras seleccionadas a los
CDC para que realicen las pruebas de avidez.
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3.2 Métodos virologicos

La exposicion al virus (ya sea de tipo salvaje o una
cepa vacunal) no puede diferenciarse mediante una
respuesta de anticuerpos especificos de tipo IgM o IgG.
Enlos pacientes que han sido vacunados recientemente
o enlos que se sospecha un resultado de IgM-negativo
falso, seria Util una muestra de HF, HN, HNF o de orina
para la deteccion y secuenciacion del ARN del virus,
con objeto de establecer un diagndstico preciso de
infeccion aguda.

En un contexto de eliminacion, es deseable obtener
una informacion genética sobre los genotipos de virus
circulantes de por lo menos el 80% de las cadenas de
trasmision posibles (5). Esto puede resultar dificil en los
casos esporadicos, pero debe obtenerse informacion
sobre el genotipo de como minimo un 80% de los
brotes (4). Segtin la OPS, en el periodo 2010-2015,
se ha alcanzado el objetivo del 80% en la Region de las
Américas para los brotes con dos o0 méas casos (informes
de los paises a la OPS, datos no publicados).

Los miembros de la RRLSR que no realizan el
aislamiento del virus o las pruebas de RT-gPCR deben
remitir las muestras clinicas de los casos confirmados
al LRR designado para la deteccion y la secuenciacion
delvirus. El envio de las muestras clinicas de los casos
confirmados debe llevarse a cabo en un plazo de 15
dfas tras la detecciéon, después de haber obtenido
los permisos y autorizaciones necesarios. Asimismo,
los LN que realizan el aislamiento del virus pero no
la secuenciacion deben remitir al LRR designado
la muestra original vy los virus aislados, para una
evaluacion genética, en un plazo de 15 dias tras la
deteccion, después de haber obtenido los permisos
y autorizaciones necesarios.

Se notificard al CRLy al punto focal de inmunizacién de
la OPS en el pals, seglin proceda, a fin de acelerar las
disposiciones necesarias para que las muestras clinicas
y los virus aislados sean remitidos al LRR en un plazo
no superior a 1 mes tras la obtencion o el aislamiento.
Los LN que realizan los envios deben informar al CRL,
al LRR vy al punto focal de inmunizacion de la OPS
de cualquier muestra que remitan a un LRR o a un
LME para recibir asistencia técnica, antes de realizar

el envio, utilizando para ello los formularios que se
presentan en los anexos 1y 2, o formatos similares
requeridos por el laboratorio de referencia.

Siun caso se confirma mediante el analisis serolégico,
las muestras para deteccion del virus (HF, HN, HNF
o muestra de orina) deben ser analizadas o remitidas
al LRR para el aislamiento del virus o la deteccion
de ARN con objeto de obtener la caracterizacion
genética del virus.

3.2.1 Aislamiento del virus y RT-qPCR

El aislamiento de los virus del sarampién o de la
rubéola en un cultivo celular o la deteccion directa
del ARN en la muestra clinica aportan evidencia util
de una infeccion reciente cuando el resultado de la
serologia no es concluyente.

El aislamiento del virus en un cultivo celular Vero/
hSLAM! o la deteccién del ARN viral mediante
RT-gPCR en una muestra pueden ser utiles para
confirmar una infeccion reciente. Sin embargo,
cuando ha habido una vacunacion reciente contra
el sarampion, la parotiditis v la rubéola (vacuna triple
viral o SRP) en una fecha cercana a la de aparicién
de la erupcién, es necesaria una secuenciacion para
diferenciar si se trata de un virus de tipo salvaje o
de una cepa vacunal. Es importante senalar que
un resultado negativo en el cultivo celular o la
RT-gPCR no debe usarse para descartar el caso ya
que la deteccién del virus se ve muy afectada por la
calidad, la manipulacion y el momento de obtencion
de las muestras (22).

Los LN que no utilizan técnicas de aislamiento/
deteccién viral deben tener un plan para enviar las
muestras a uno de los LRR. Los LN que aplican la
RT-gPCRdebentenerunplanparaenviarlos productos
de PCR a un LRR para el andlisis de la secuencia. Los
CDC pueden proporcionar protocolos estandarizados
para el aislamiento de virus y RT-gPCR. Ademés, los
CDC pueden proporcionar los kits de cebador/sonda
para la RT-qPCR.

t Células Vero en las que se ha introducido por transfeccion estable un plasmido que codifica el gen humano de la molécula
activadora de la sefalizacion del linfocito, (SLAM, por su sigla en inglés); las células fueron desarrolladas por el doctor Yusuke
Yanagi, de la Universidad de Kyushu, Kukuyoka (Japén). El uso de estas células ha sido autorizado por la RMLSR de la OMS; en
toda publicacion de un trabajo en el que se haya utilizado la linea celular Vero/hSLAM se reconoce la publicacion original (Ono et

al. J. Virol. 2001; 75: 4399-4401)
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3.2.2 Andlisis de la secuenciacion

La determinacion del genotipo es la Unica manera de
diferenciar los efectos de una vacunacioén reciente de
una infeccion por el virus de tipo salvaje. El analisis de
la secuencia permite: 1) la identificacion del genotipo
en los casos esporadicos vy 2) el rastreo de las vias de
transmision. Los datos moleculares y epidemioldgicos
han resultado Utiles para las investigaciones de los
brotes mediante: 1) la determinacion del origen del
virus y 2) la obtencion de evidencia de la interrupcion
de la transmision del sarampién y de la rubéola
endémicos (23,24,25).

De acuerdo con la recomendacion de la OMS para
la determinacién de los genotipos, es necesario
establecer como minimo 450 nucledtidos del gen que
codifican 150 aminoécidos del extremo carboxilico de
la nucleoproteina (N) del virus del sarampién y 739
nucledtidos de la region de codificacion E1 del virus
de la rubéola. Para la denominacién de las secuencias
del sarampién y de la rubéola, se recomienda seguir
los estandares internacionales de nomenclatura para
los respectivos virus (26,27).

Todos los LRR vy algunos de los LN pueden realizar
analisis de la secuencia de virus del sarampion y de
la rubéola para la determinacion del genotipo. Se
recuerda a los LN que la notificacién rapida de la
informacién sobre el genotipo es fundamental para
el éxito del sistema de vigilancia. Los LRR podran
aceptar los virus aislados o los productos de PCR para
el andlisis de secuenciacion. Los LN que no realizan
anélisis de la secuencia deben disponer de un plan
para enviar las muestras recibidas a uno de los LRR.
Los LN que realizan andlisis de la secuencia deben
enviar los virus aislados y los productos de PCR a un
LRR o al LME para la confirmacién del genotipo dentro
de los dos meses de recepcién de las muestras.

La informacién de la secuencia genética de los virus
de sarampion y rubéola debe reportarse a las bases
de datos de la OMS, con el proposito de documentar
distribucion de los genotipos virales alrededor del
mundo (figura 5). La RMLSR ha definido un plazo de
dos meses a partir de la recepcion de las muestras en
el laboratorio para realizar el reporte oportuno de las
secuencias al sistema.

Figura 5. Distribucién de genotipos de sarampién en 2017
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Células Vero con observacion de células grandes multinucleadas, efecto citopéatico

caracteristico de la infeccion con el virus de sarampion.
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4. Confirmac
busqueda activa de laboratorio

on de

nfeccion reciente vy

4.1 Criterios para la confirmacion de laboratorio de una infeccion
reciente de sarampion o rubéola

En los casos de sospecha de sarampion o rubéola, el cumplimiento de uno de los
siguientes criterios confirma una infeccién reciente:

e resultado de IgM-positivo especifico para el virus;

e seroconversion o aumento significativo de los titulos de 1gG en sueros pareados
(suero de fase aguda y suero de fase de convalecencia);

e aislamiento del virus o deteccion de ARN mediante RT-qPCR;
e deteccion de una secuencia de tipo salvaje; o
e nexo epidemioldgico directo con un caso confirmado por laboratorio.

La prueba de IgM sigue siendo el andlisis rutinario requerido en el sistema de
vigilancia de la OPS para confirmar la infeccion aguda. Aunque un resultado
IgM-positivo confirma una infeccion reciente por el virus, dado el contexto de
eliminacion en la Region, es aconsejable que cada caso confirmado cumpla con mds
de uno de los criterios disponibles.

4.2 Buisqueda activa de laboratorio

Se recomienda la busqueda activa de laboratorio de casos de sarampiéon vy
rubéola en las muestras de suero obtenidas para la vigilancia del dengue o de las
enfermedades arbovirales debido a que: 1) se han establecido zonas endémicas
o la presencia de brotes de dengue y otros arbovirus en diferentes paises de
la Regién; 2) algunos casos probables de enfermedades arbovirales pueden
presentar fiebre y erupcién; 3) durante las etapas prodrémicas o iniciales de la
enfermedad, es dificil diferenciar clinicamente cualquier infeccién producida por
estos virus; y 4) algunos casos sospechosos de sarampién o rubéola pueden
haber sido detectados y notificados como casos de dengue u otras enfermedades
arbovirales.
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4.2.1 Busqueda activa de laboratorio en
zonas o municipios que no notifican casos
sospechosos

La busqueda activa de laboratorio se ha usado
durante el proceso de verificacion de la eliminacion
y se recomienda continuar aplicandola durante la
fase posterior a la eliminacién, como complemento
de la vigilancia del sarampion y la rubéola en los
municipios que no notifican casos sospechosos.
El objetivo es obtener evidencia de la ausencia de
transmision del sarampién o la rubéola en esas zonas
epidemiologicamente silenciosas. Debe analizarse
una cantidad razonable de muestras de suero para
completar los pozos (o pocillos) de las tiras de
reaccion de los andlisis realizados peridédicamente en
el laboratorio miembro de la RRLSR.

Los sueros seleccionados para las pruebas de IgM
contra el sarampién vy la rubéola deben cumplir
TODOS los criterios siguientes:

a) el caso presentd fiebre y erupcion;

b) suero de un caso probable de dengue u otra
enfermedad arboviral;

c) suero con resultado negativo para el dengue u
otra enfermedad arboviral;

d) el suero se obtuvo 30 dias antes de la prueba de
IgM contra sarampion y rubéola; y

e) el caso procede de una “zona silenciosa” (sin
notificacion de casos sospechosos de sarampion
y rubéola al sistema de vigilancia).

Cualquier resultado positivo o indeterminado debe
notificarse de inmediato y deben seguirse todos los
criterios definidos en el sistema de vigilancia para la
investigacion de los casos de sarampién y rubéola.
El laboratorio debe mantener un registro de esta
actividad y debe revisar periodicamente los datos
consolidados con el epidemiologo responsable del
sistema de vigilancia.

4.2.2 Busqueda activa de laboratorio al inicio
del brote

La busqueda activa de laboratorio puede
considerarse como una estrategia Util en la vigilancia
para documentar la presencia de casos en zonas en
donde se haya confirmado un caso de sarampion
(caso indice) y no se tenga evidencia de la fuente de

infeccion o de como el virus se introdujo en dicha
comunidad.

Deben analizarse una cantidad razonable de
muestras obtenidas para la vigilancia por laboratorio
de dengue/arbovirus u otra enfermedad febril
eruptiva (seglin la situaciéon epidemiolégica del pais
y la capacidad de respuesta del laboratorio) que
cumplan TODOS los siguientes criterios:

a) el caso presentd fiebre y erupcion;

b) suero de un caso probable de dengue u otra
enfermedad arboviral;

c) suero con resultado negativo para el dengue u
otra enfermedad arboviral;

d) muestras obtenidas dentro de los 30 dias previos
a la fecha de inicio de erupcion del caso indice

e) muestras obtenidas en el mismo municipio donde
se confirmd el caso indice

Ellaboratorio debe llevar un registro de esta actividad
y debe notificar los datos de forma consolidada al
sistema de vigilancia.

Los resultados de la busqueda activa de laboratorio
aportan unos datos que, junto con los criterios
epidemiologicos y de vacunacion, son Utiles para
verificar, después de un brote, que se ha interrumpido
la circulacion del virus del sarampién o de la rubéola.

4.2.3 Busqueda activa de laboratorio para
el cierre del brote

La busqueda activa de laboratorio también ha sido
recomendada por la OPS como uno de los criterios
requeridos para el cierre de los brotes; el objetivo es
mostrar que la transmision del virus del sarampion o
de la rubéola ha finalizado.

Una cantidad razonable de muestras obtenidas
para el diagnostico del dengue u otra enfermedad
arboviral (seglin la situacion epidemioldgica del pais)
debe ser procesada para deteccion de la IgM contra
el sarampién o la rubéola y debe cumplir TODOS los
siguientes criterios:

a) suero obtenido de un caso con fiebre y erupcion;

b) suero de un caso probable de dengue u otra
enfermedad arboviral, procedente de zonas en
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las que se hayan notificado casos confirmados de
sarampién o rubéola;

c) suero con resultado negativo para el dengue u
otra enfermedad arboviral; y

d) suero obtenido dentro de las 12 semanas
siguientes al tltimo caso confirmado de sarampidn
o de rubéola.

Ellaboratorio debe llevar un registro de esta actividad

y debe notificar los datos de forma consolidada al
sistema de vigilancia.

Los resultados de la busqueda activa de laboratorio
aportan unos datos que, junto con los criterios
epidemiologicos y de vacunacion, son utiles para
verificar, después de un brote, que se hainterrumpido
la circulacion del virus del sarampion o de la rubéola.
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5. Pruebas de laboratorio
esporadicos

cn Casos
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5.1 Confirmacion de laboratorio de los casos esporadicos

En el contexto de la eliminacion, entre las muestras recibidas de casos de
erupcion y fiebre se encontrardn algunos casos con resultado IgM-positivo o
indeterminado contra el sarampién olarubéola. Segun la situacion epidemiolodgica,

) los resultados pueden sugerir un resultado IgM-positivo falso o pueden estar

e ligados a un caso relacionado con la vacuna (23, 24). Los casos con resultado

. . A indeterminado (o equivoco) deben ser considerados como IgM-positivos hasta
tener més informacién y analisis disponibles.

° Con objeto de disponer de un nivel elevado de especificidad en los diagnosticos

o . y facilitar la confirmacién de los casos vy los brotes, los LN deben enviar muestras

de suero para las pruebas de verificacion de los casos (pruebas complementarias)

® al LRR establecido por el CRL. Debe completarse el formulario para el envio de

m muestras de los LN a los LRR para la confirmacion de laboratorio del sarampion

y la rubéola (véase el anexo 2) y debe adjuntarse al envio. EI LME o el LRR
evaluaran la necesidad de otras pruebas adicionales (avidez de IgG, RT-gPCR,
secuenciacion) segln la informacion disponible para cada caso v los resultados

‘ se notificardn al CRL v al laboratorio de origen.
(]
-\ @ En el contexto de la eliminacion del sarampién y de la rubéola, la clasificacion
° precisa de los casos depende de un andlisis cuidadoso de todos los resultados
. de laboratorio y los datos epidemiolégicos. Por consiguiente, se recomienda que

los casos se clasifiquen solamente después de que el equipo de laboratorio y
epidemiologia haya evaluado todos los resultados de laboratorio, y los datos
clinicos y epidemioldgicos. Es muy probable que los datos de laboratorio se
vinculen con los datos demograficos y epidemiolégicos. A pesar de todos estos
datos, puede resultar dificil el esclarecimiento de todos los casos basandose en
los resultados de laboratorio y epidemioldgicos. Por este motivo, los equipos de
salud publica deben esforzarse por obtener informacion completa de los casos
con resultado IgM-positivo para ser analizados vy clasificados adecuadamente.



20 / Orientaciones sobre las pruebas del sarampién y de la rubéola realizadas en la red de laboratorios de la Region de las Américas

La OPS ha recomendado que para la comprobacién
de la eliminacion del sarampion y de la rubéola se
obtengan muestras adecuadas para la deteccién del
virus y se dispusiera de informacion del genotipo
como minimo en el 80% de los brotes (4). La OMS
ha especificado que la proporcion de cadenas
de transmisién confirmadas por laboratorio con
muestras obtenidas y analizadas en un laboratorio
acreditado debe ser de al menos el 80% (5). Durante
la fase posterior a la eliminacion, las pruebas de
laboratorio pueden resultar dificiles; seran necesarias
pruebas serolégicas y viroldgicas para garantizar
una deteccion oportuna de los virus importados vy
para orientar una respuesta rapida para ejecutar las
actividades destinadas a controlar la propagacion o
la transmision del virus.

Una muestra adecuada para el aislamiento del
virus o para la RT-gPCR puede mejorar también la
capacidad de clasificar los casos, especialmente si
las muestras se obtienen durante los primeros dias
de la enfermedad, en los que los resultados de los
analisis seroldgicos pueden no ser concluyentes
(29). Sin embargo, es importante sefalar que un
resultado negativo del cultivo celular o de la RT-
gPCR no descarta la infeccién por el virus del
sarampioén o de la rubéola ya que la prueba se ve
afectada por el momento de obtencién y por la
calidad de la muestra.

Algunos laboratorios pueden optar por realizar
pruebas para otros virus que producen enfermedades
causantes de erupcion, como el dengue vy otras
enfermedades arbovirales, el parvovirus B19, el
herpesvirus humano 6 (HHV-6) o HHV-7 (roséola),
entre otros., teniendo en cuenta que algunos de
estos agentes causales producen una reaccion
policlonal inespecifica, y mas de uno de los ensayos
de IgM puede ser positivo, por tanto los resultados
iniciales deben ser confirmados con otras pruebas
de laboratorio.. Sin embargo, considerando su costo,
puede no ser factible realizar las pruebas serolégicas
para los otros virus y cada pais tendrd que decidir si
asume o no los costos del diagnostico diferencial.

5.2 Casos esporadicos en los que pueden
ser necesarias otras pruebas adicionales

Un resultado IgM-positivo es suficiente para confirmar
un caso de sarampion o rubéola. Sin embargo, en

algunas situaciones pueden ser necesarias otras
pruebas complementarias, como se describe en el
anexo 5. A continuaciéon se proporcionan algunos
ejemplos que pueden facilitar la toma de decisiones
acerca de las pruebas a realizar en ciertos casos.

SITUACION 1. Resultado de IgM-positivo contra
el sarampién O contra la rubéola En una muestra
de suero de la fase aguda debe investigarse més
cuidadosamente si el caso tenfa las siguientes
caracteristicas:

e no fue vacunado recientemente (en las 8 semanas
previas a la aparicién de la erupcion) (6, 30, 31);

e no tuvo ninguna exposicién a un caso confirmado
ni contacto con visitantes internacionales; y

e no tuvo ninglin antecedente de viaje en los 21 dias
anteriores a la aparicion de la erupcion.

En estos casos, después de examinar las variables
clinicas y epidemiolégicas y en colaboracién con
el epidemidlogo y el CRL, puede ser apropiado
intentar realizar otras pruebas adicionales tal como
se describe a continuacion (indicadas en el orden de
anélisis preferido):

a) Cualquier muestra obtenida para la deteccion del
virus debe ser analizada mediante el aislamiento
viral o RT-gPCR. Un resultado positivo confirmara
el caso, mientras que un resultado negativo no
sera concluyente.

b) Si procede, se hard andlisis para dengue u otras
enfermedades arbovirales, si procede, con el
objeto de descartar la infeccion por dengue u otros
arbovirus (por ejemplo, muestras procedentes de
una zona endémica de una enfermedad arboviral).

c) Si se obtiene una segunda muestra de suero, vy
el suero de la fase aguda es IgG-negativo, debe
analizarse la presencia de IgG en la segunda
muestra. La seroconversion confirmara el caso. Si
el suero de la fase aguda es IgG-positivo, puede
usarse una prueba validada para documentar un
aumento significativo del titulo entre la primera
y la segunda muestra de suero (las dos muestras
deben procesarse en el mismo analisis).

d) Si solo se dispone de una muestra de suero vy
el resultado es IgG-positivo, debe analizarse la
avidez de la IgG para el sarampion o la rubéola.
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Un resultado de IgG con avidez baja puede usarse
para confirmar el caso.

SITUACION 2. Resultado de IgM-positivo contra
sarampion Y contra rubéola, y el paciente no tiene
antecedentes de vacunacion reciente.

Esta situacion (IlgM-positivo para el sarampién vy la
rubéola) puede indicar una reaccion inespecifica
(es decir, debe considerarse la posibilidad de otro
agente causal porque no se han descrito infecciones
simultaneas por ambos virus de tipo salvaje vy
las infecciones de manera secuencial serian muy
infrecuentes en un contexto de eliminacion). En
colaboracion con el epidemiologo de investigacion,
deben descartarse otras causas probables, como el
parvovirus B19 o el dengue u otras enfermedades
arbovirales, si fuera posible. Deben intentarse otras
pruebas adicionales, como se describe a continuacion,
para confirmar la infeccion por el virus del sarampion
o de la rubéola.

a) Si se obtuvieron muestras para la deteccion del
virus, deben analizarse mediante aislamiento viral
o RT-gPCR. Un resultado positivo confirmaré el
caso, mientras que un resultado negativo no sera
concluyente.

b) Si procede, se hard un analisis para dengue u
otras enfermedades arbovirales, con el objeto
de descartar la infeccion de dengue u otras
arbovirosis.

c) Si se obtiene una segunda muestra de suero, vy
el suero de la fase aguda es IgG-negativo, debe
analizarse la presencia de IgG en la segunda
muestra. La seroconversion para el sarampion o
para la rubéola confirmaré el caso.

d) Si solo se dispone de una muestra de suero vy el
resultado de la es IgG-positivo, debe analizarse la
avidez de la 1gG contra el sarampion vy la rubéola.
Un resultado de I1gG con avidez baja puede
usarse para confirmar una infeccion reciente de
sarampioén o de rubéola.

SITUACION 3. Resultado IgM-positivo contra el
sarampion O contra la rubéola y el caso recibié una
vacuna en las 8 semanas previas a la aparicién de la
erupcion y tiene antecedentes recientes de exposicion
al sarampion o la rubéola.

Esta es una situacion frecuente durante los brotes
en los que la vacunacion forma parte de la estrategia
de control del brote. En este caso, la respuesta
serologica no puede ser usada para diferenciar
la infeccién natural de una reaccion a la vacuna vy
se necesita una caracterizacion genética del virus
aislado o un producto de PCR.

a) Si se obtienen muestras para la deteccion del
virus se debe intentar el aislamiento del virus en
cultivo celular (excepto las muestras de liquido
bucal) o ladetecteccion delvirus conelempleo de
RT-gPCR. La confirmacion de la presencia del
virus de tipo salvaje mediante el analisis de la
secuencia confirmara el caso, mientras que la
deteccion de una secuencia de una cepa vacunal
lo descartara.

b) Si solamente se dispone de una muestra de
suero y la muestra se obtuvo dentro de los 3
dfas de la aparicion de la erupcién, un resultado
lgG-positivo puede descartar que se trate de un
caso de rubéola aguda (no aplica para sarampion).
Un resultado de IgG-negativo, requiere de
pruebas virolégicas para confirmar el caso.

SITUACION 4. Resultado de IgM-negativo contra
el sarampidén O contra la rubéola en una muestra de
suero de la fase aguda que se obtuvo dentro de los 3 dias
de aparicién de la erupcion y hay una sospecha fuerte
de sarampion o rubéola debido a un viaje reciente, una
exposicion reciente, o porque el caso no tiene ningun
antecedente de vacunacion.

a) Si se obtienen muestras para la deteccién del
virus, deben ser analizadas mediante aislamiento
viral o RT-gPCR. Un resultado positivo confirmara
el caso, mientras que un resultado negativo no
serd concluyente.

b) Si solamente se dispone de una muestra de suero,
debe analizarse la posible presencia de IgG contra
el sarampion o la rubéola. Un resultado IgG-
positivo para rubéola puede descartar el caso si
se conoce la fecha de aparicion de la erupcion y
la muestra se obtuvo dentro de los 3 de apariciéon
de la erupcién (no aplica para sarampién). Un
resultado 1gG-negativo necesitard una segunda
muestra de suero para andlisis de seroconversion
de IgG o muestras para pruebas virolégicas para
confirmar el caso.
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c) Si se obtiene una segunda muestra de suero
después de 3 dias de la aparicion de la erupcion,
debe realizarse una prueba de IgM contra el
sarampion o la rubéola, un resultado positivo
confirmard el caso. Se confirma el caso si el
suero de la fase aguda es IgG-negativo vy el
suero de la segunda muestra es IgG-positivo, la
seroconversion de IgM e IgG permitird confirmar
el caso con mayor certeza.

SITUACION 5. Resultado de IgM-negativo o
indeterminado contra el sarampidon o la rubéola
en una muestra de suero de la fase aguda obtenido
dentro de los 3 dias de la aparicion de la erupcion y
hay una sospecha fuerte de sarampion o rubéola debido
a un viaje reciente, una exposicion reciente a un caso
confirmado o por un antecedente previo de vacunacion
(> 4 meses antes de la aparicion de la erupcion).

a) Debe repetirse el andlisis de IgM vy debe realizarse
analisis de 1gG.

b) Si se obtienen muestras para la deteccién del
virus, debe analizarse con técnicas de aislamiento

viralo RT-gPCR. Un resultado positivo confirmara
el caso, mientras que un resultado negativo no
serd concluyente.

c) Sisolo se dispone de una muestra de suero, debe
analizarse la posible presencia de 1gG contra el
sarampion o la rubéola. Un resultado IgG-positivo
para rubéola puede descartar esta enfermedad si
se conoce la fecha de aparicion de la erupcién y
si la muestra se obtuvo dentro de los 3 dias de la
aparicionde la erupcion (no aplica para sarampion).
Si el resultado es lgG-negativo, se necesitaran los
resultados de una segunda muestra de suero o de
muestras para pruebas virolégicas para confirmar
el caso.

d) Se debe analizar una segunda muestra de suero
para detectar IgM contra el sarampion o la
rubéola, obtenida entre el dia 4 al 30 posterior a
la erupcion. La seroconversion de IgM-negativo
a lgM-positivo confirmard el caso con mayor
prontitud.

e) La seroconversion de IgG contra el sarampion o la
rubéola también permite confirmar el caso.
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6. Algoritmo para la rea
de las pruebas
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Con objeto de estandarizar el uso de los anélisis disponibles en la RRLSR, la OPS
ha elaborado dos algoritmos que deben seguir los laboratorios para mejorar el
estudio de los casos y optimizar el uso de los recursos. El primero es un algoritmo
de rutina (véase el anexo 6) para los andlisis de muestras de casos sospechosos
de sarampion o rubéola, que incluye pruebas seroldgicas y virolégicas. El segundo,
denominado algoritmo complementario (véase el anexo 7), proporciona orientacion
para el andlisis de las muestras seroldgicas cuando las pruebas previas han dado un
resultado de IgM-positivo o indeterminado (o equivoco).

6.1 Algoritmo de rutina para el analisis de caso sospechoso
de sarampion o rubéola

La vigilancia rutinaria de laboratorio para el sarampién y la rubéola se basa en la
deteccion de la IgM mediante ELISA. Todas las muestras de suero de los casos
sospechosos de sarampién y rubéola deben ser analizadas simultdneamente para
determinar anticuerpos IgM contra el sarampion vy la rubéola. En un contexto
de eliminacion de las enfermedades, cualquier resultado IgM-positivo o
indeterminado (o equivoco) debe ser analizado de nuevo. Si el resultado de la
repeticion del analisis es indeterminado, el resultado final debe considerarse
“‘indeterminado” y deben seguirse los criterios orientativos del anexo 6 para
documentar las medidas adoptadas para intentar clasificar el caso.

Todo resultado IgM-positivo debe notificarse de inmediato al sistema de
vigilancia y a la institucion de salud que remitid la muestra. Si se dispone de
muestras para la deteccion del virus, deben analizarse con el empleo de RT-gPCR
y debe intentarse identificar el genotipo en las muestras positivas (en el niimero
recomendado de casos por brote, o por intervalo de tiempo si se trata de un
brote que se mantiene por varios meses).
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En los casos con resultado de IgM-positivo, en los
que se sospecha un IgM-positivo falso (es decir,
la evidencia clinica o epidemioldgica sugiere que
no se trata de casos de sarampién o rubéola), el
laboratorio puede contemplar la realizacion de un
diagnoéstico diferencial teniendo en cuenta otras
enfermedades eruptivas como las producidas por
los arbovirus, el parvovirus B19 o el herpesvirus
humano 6 (HHV-6), entre otros. Cada laboratorio
miembro de la RRLSR debe consultar con el
epidemidlogo y trabajar juntos en la determinacion
del mejor procedimiento a seguir en funcion de la
propagacion geografica, las circunstancias locales y
los recursos disponibles.

Si el resultado es IgM-negativo, se debe informar
de ello tanto al sistema de vigilancia como a la
institucion de salud que remitié la muestra. Si se
sospecha un resultado IgM-negativo falso (debido
a la presentacién clinica del caso y a la evaluacion
del riesgo epidemioldgico), y la muestra de suero se
obtuvo dentro de los 3 dias de la aparicion de la
erupcién, deben adoptarse las siguientes medidas:
1) debe realizarse una prueba de IgG en la muestra de
suero; 2) si se dispone de muestras para la deteccion
del virus, deben analizarse mediante RT-gPCR; vy
3) debe solicitarse una segunda muestra de suero
para realizar pruebas de IgM/IgG, con el objeto de
determinar si hay evidencia de seroconversion.

6.2 Algoritmo complementario para
el analisis serolégico de muestras con
un resultado inicial IgM-positivo o
indeterminado

En un contexto de incidencia baja de la enfermedad,
el equipo de salud publica se enfrentard con el
reto de clasificar un resultado de IgM-positivo o
indeterminado cuando no se han notificado casos
confirmados durante muchos meses o afnos, o no
hay evidencia alguna de viajes o de contacto con
casos confirmados. Todos los casos con un resultado
inicial de IgM-positivo o indeterminado deben ser
objeto de un estudio detallado.

Si la primera muestra de suero se consume para
realizarlapruebadelgM, sedebe solicitarunasegunda
muestra de suero para realizar andlisis de anticuerpos
lgG. Si el resultado de la segunda muestra es
lgG-negativo, el laboratorio debe notificarel resultado
y el caso debe ser descartado (32,33). Si el resultado
es lgG-positivo, la muestra debe ser remitida al LRR
o al LME para la realizacién de pruebas de avidez.
Una avidez baja confirma la infeccion reciente y una
avidez alta sugiere que la exposicion se produjo
>3 meses antes de la obtencion de la muestra.

Si se dispone de la primera muestra de suero, debe
llevarse a cabo andlisis de la IgG. Un resultado de
lgG-negativo indica una ausencia de inmunidad o
de exposicion anterior. Un resultado de 1gG-positivo
requerira  una interpretaciéon cuidadosa para
determinar si se produjo como consecuencia de
una infeccién reciente o si hay alguna evidencia
indicativa de una inmunidad previa.® Para esclarecer
la interpretacién del resultado de la IgG enla primera
muestra, debe solicitarse una segunda muestra que
se obtendrd 14-21 dias después de la obtencion de
la primera muestra de suero.

Si el resultado de la primera muestra analizada es
lgG-negativo, y se obtuvo una segunda muestra para
analisis de 1gG, los resultados deben interpretarse
de la siguiente forma: 1) un resultado IgG-positivo
en la segunda muestra sugiere una seroconversion
(paso de resultado IgG-negativo a lgG-positivo) v
un contacto reciente con el virus; 2) si la segunda
muestra tiene un resultado de IgG-negativo, no hay
evidencia de un contacto con el virus (reciente o
antiguo) vy se descarta la infeccion aguda.

Cuando el resultado de la primera muestra es
lgG-positivo, la segunda muestra debe analizarse en
paralelo con la primera (sueros pareados de la fase
aguda vy la fase de convalecencia) para determinar
los titulos de 1gG. Los resultados deben interpretarse
seglin los siguientes criterios: 1) si los titulos
de 1gG se mantienen estables, no hay evidencia
indicativa de un contacto reciente con el virus;
2) si los titulos de IgG aumentan significativamente

¢ Estos resultados deben correlacionarse con el momento de obtencion de las muestras.
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(seglin los criterios de interpretacién de la prueba),
hay evidencia indicativa de un contacto o infeccién
reciente por el virus; y 3) si los titulos de IgG
aumentan, pero no significativamente, el resultado
es indeterminado (no se puede confirmar ni rechazar
la posibilidad de un contacto reciente con el virus).
Se recomienda comprobar los tiempos de obtencion
de las muestras para asegurar que se han obtenido
durante la fase aguda v la fase de convalecencia (la
primera muestra de suero dentro de los 7 dias de
la aparicién de la erupcion, vy la segunda 14-21 dias
después de ello). Cuando las muestras de suero se
obtienen en un periodo de tiempo corto, incluso
en un caso verdadero, el tiempo que se deja para el
aumento del titulo de IgG no es suficiente para que
se produzca un incremento significativo.

En algunos casos, cuando no es posible obtener
una segunda muestra de suero vy el resultado de
la primera muestra es IgG-positivo, debe realizarse
la prueba de avidez. Si en las pruebas de avidez se
observan anticuerpos IgG con avidez baja debida
a una baja afinidad, el caso del que procede la

muestra ha tenido un contacto reciente con el virus.
La presencia de anticuerpos IgG con avidez alta es
evidenciaindicativa de que el caso tuvo unarespuesta
inmunoldgica frente al virus en el pasado, y puede
descartarse la infeccion reciente. Sin embargo, en
algunos casos de reinfeccion de sarampion o falla
secundaria a la vacunacion se presenta una avidez
alta y titulos elevados de anticuerpos neutralizantes
(34,35,36,37).

Para la clasificacion final de un caso, los equipos de
salud publica (epidemiologia, vacunacion, laboratorio)
deben analizar los resultados de todas las pruebas
realizadas, los datos clinicos y epidemiologicos
disponibles (contacto con un caso confirmado
previo, contacto con personas extranjeras, visita
reciente a paises en los que persiste la circulacion del
virus, signos vy sintomas, etcétera). La interpretacion
correcta de los datos y una clasificacion més
acertada de los casos pueden fortalecer la ejecucion
de las actividades apropiadas de control y ayudar
a mantener la Region de las Américas libre del
sarampion y de la rubéola.
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El laboratorio ha desempefado un papel importante el sistema de vigilancia
de eliminacion del sarampion y de la rubéola por la realizacion de pruebas
estandarizadas, la notificacion de los resultados y el cumplimiento de normas
de alta calidad de una manera oportuna, lo cual ha permitido documentar vy
comprobar la eliminacién de las mencionadas enfermedades en los paises de la
Region de las Américas.

Sera preciso mantener un excelente desempeno de los laboratorios para garantizar
la deteccién temprana de los casos importados y la presentacién oportuna de
los resultados a las autoridades sanitarias para que puedan tomar las decisiones
adecuadas con objeto de reducir al minimo la probabilidad de dispersion del virus
y controlar con éxito los brotes de estas enfermedades.

7.1 Forma de afrontar un caso esporadico importado

e No es posible saber con antelacion que el caso es real, de ahi la importancia de
mantener el cumplimiento de los tiempos para determinar los indicadores de
reporte oportuno de resultados (<= 4 dias).

e Notificar de inmediato el caso a la institucion de salud de origen de las muestras
y al epidemidlogo responsable del sistema de vigilancia.

e Examinar la disponibilidad de muestras para el andlisis virolégico y molecular.
Realizar pruebas de deteccion del virus y de determinacion del genotipo si se
dispone de muestras que lo permitan.

e Ante la sospecha de un resultado positivo falso, realizar un diagndéstico
diferencial en funcién de la situacion epidemioldgica en la que se encuentre
la zona de procedencia del caso y segln la disponibilidad de reactivos en el
laboratorio.
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e Solicitar de inmediato que el personal de salud
(institucion de salud de origen, epidemiologia)
obtenga muestras adicionales para realizar
las pruebas complementarias. Se recomienda
especificar el tipo de muestra requerida vy el
momento apropiado para obtenerla.

e |levar a cabo, segln la disponibilidad de muestras
y la capacidad técnica instalada, las pruebas de
laboratorio adicionales, seroconversion de IgG,
avidez de la IgG, PCR, secuenciacion.

e Notificar a epidemiologia los resultados de las
pruebas adicionales o complementarias.

e Participar activamente en la unidad de estudio de
los casos.

e Enviar las muestras junto con la informacion del
caso al LRR o al LME para la realizacion de pruebas
de confirmacién y de control de calidad.

e Examinar la disponibilidad de reactivos vy recursos
humanos que permitan al laboratorio responder
a un aumento en la notificacion de casos (mas
muestras, mas pruebas).

e Notificar a los responsables de la gestién del
laboratorio las existencias disponibles vy la
necesidad de recursos adicionales.

Notificar a los responsables de la gestion del laboratorio
las existencias disponibles y la necesidad de recursos
adicionales.

7.2 Forma de afrontar una cadena
de transmision

e £l cumplimiento de los indicadores de vigilancia es
de la maxima importancia y deben realizarse todos
los esfuerzos posibles para asegurar que se siguen
dichos indicadores.

e £n todas las muestras recibidas de localidades o
municipios con casos confirmados deben realizarse
andlisis especificos para el virus identificado en la
transmision (5); no es necesario llevar a cabo un
diagnostico diferencial con el otro virus que esta
siendo objeto de la vigilancia integrada.

e Confirmar la presencia del virus y documentar el
genotipo viral asociado a la cadena de transmision.

e Se recomienda la vigilancia virologica para un
brote de sarampién o de rubéola. Para evitar la
saturacién del laboratorio, optimizar el uso de los
recursos y asegurar el apoyo del laboratorio antes,

durante y después del brote; debe darse prioridad
a las siguientes muestras en el analisis de RT-gPCR:

- Los primeros 3 a 10 casos sospechosos que estén
directamente relacionados con el caso indice.

- Los primeros 3 a 10 casos sospechosos que se
presenten en una nueva localidad o municipio.

- Los primeros 3 a 10 casos sospechosos que se
presenten cada dos meses en la misma localidad
o municipio donde se han confirmado los casos.

e La busqueda activa de laboratorio debe
considerarse una estrategia Util para documentar
la presencia de casos, especialmente al comienzo
del brote en las zonas o los periodos de tiempo en
los que ha habido puntos débiles en la vigilancia.
Deben seguirse los criterios a, b y ¢ del apartado
4.2.1 de este documento, y adicionalmente, la
muestra se obtuvo dentro de los 30 dias anteriores
alafecha de erupcion del caso indice y en el mismo
municipio.

e Lla busqueda activa de laboratorio debe
considerarse también uno de los componentes
necesarios para documentar el cese de Ia
transmision del virus en una comunidad y como
parte de la evidencia clave para dar por concluido
un brote. Deben seguirse los criterios apartados
en el numeral 4.2.3 de este documento.

e Todas las muestras de casos sospechosos que
procedan de municipios o estados en donde no
se haya documentado la circulacion del virus del
sarampion o de la rubéola, o en donde no haya
antecedentes de un nexo o vinculo epidemiolégico
con un caso confirmado, deben continuar
analizandose seguln el algoritmo definido para la
vigilancia integrada del sarampion vy la rubéola.

Es importante llevar a cabo un seguimiento
virolégico del brote, principalmente para contar con
evidencia indicativa de una nueva importacion o de
la introducciéon de un nuevo genotipo (Anexo 9 vy
10). Esto serd muy Util si finalmente la transmisién
se mantiene durante mas de 12 meses, lo cual
indicarad que debe considerarse que se ha producido
un restablecimiento de la circulacion del virus v,
por consiguiente, que se ha perdido la situacion de
eliminacion.



Orientaciones sobre las pruebas del sarampién y de la rubéola realizadas en la red de laboratorios de la Region de las Américas / 29

7.3 Recomendaciones adicionales frente a
las cadenas de transmision del sarampion o
de la rubéola

e Comprobar la disponibilidad o la existencia de los
reactivos y optimizar la respuesta de laboratorio
en funcién de la situacion epidemioldgica y de los
recursos existentes.

e Priorizar el andlisis de las muestras de zonas
o localidades donde no se haya confirmado
anteriormente la circulacion del virus, junto con
aquellas en las que hay un contacto con casos
positivos o con casos con un cuadro clinico muy
indicativo.

e Mantener una comunicacién permanente con el
personal que trabaja sobre el terreno; formular
las recomendaciones necesarias para optimizar la
obtencién, manejo y transporte de las muestras.

e Estar alerta respecto a la posible presencia de
casos de reinfeccion por el virus del sarampion,
con objeto de evaluar si el laboratorio dispone de
la capacidad de realizar las pruebas que permitan
analizar adecuadamente tales casos.

e |levar un inventario actualizado de los reactivos vy
los recursos humanos disponibles para mantener
la capacidad de respuesta del laboratorio durante
varias semanas o meses. Optimizar el uso de los
reactivos, los recursos humanos y las muestras.

e Notificar regularmente a los responsables de la
gestion del laboratorio las existencias disponibles
y la necesidad de recursos adicionales.

e Solicitar el apoyo del laboratorio de referenciay de
la OPS de ser necesario.

e Mantener una base de datos con un inventario de
todas las muestras que se reciben en el laboratorio,
las pruebas realizadas, los resultados notificados vy
las fechas correspondientes.

e Mantener las buenas practicas de laboratorio,
velando porlacalidad delos resultados presentados
al sistema de vigilancia.

e Presentar al director del laboratorio vy al
epidemidlogo responsable de la respuesta al brote
un informe agregado de las actividades llevadas a
cabo por el laboratorio (véanse los anexos 8, 9 y
10).

e No dejarse presionar por el entorno y mantener
los criterios técnicos segun las recomendaciones
de la RRLSR.

La informacion epidemioldgica y de laboratorio
permitird documentar adecuadamente las cadenas
de transmisién, optimizar los recursos y orientar
la implementacion de las las medidas de control
adecuadas.
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8. Garantia de la ca

idad

Disponer de la documentacién adecuada para demostrar que se ha alcanzado la
eliminacion del sarampion y de la rubéola requiere que los LN produzcan datos
de vigilancia de laboratorio con la calidad mas alta posible (38). La documentacion
incluye informes de cada pais de la Region basados en los resultados de un
laboratorio acreditado. La acreditacion como laboratorio de sarampidn vy rubéola
dentro de la RMLSR es examinada anualmente por la OPS/OMS (en el propio
centro o a distancia), basandose en el funcionamiento del laboratorio durante los
12 meses previos, y se le concede la aprobacion para los 12 meses siguientes. El
objetivo es supervisar la calidad de la RMLSR vy esto resulta Util para detectar los
posibles problemas o fortalecer la capacidad en caso de que pueda ser necesario.

El proceso de revision para la acreditacion mundial evalia los siguientes
componentes:

e reporte oportuno de los resultados de IgM al sistema de vigilancia;
e precision en la deteccion de IgM;

e aplicacion de procedimientos internos de control de calidad;

e competencia en las pruebas de IgM;

e competencia en las pruebas moleculares;

e presentaciéon oportuna de los resultados de deteccién de ARN vy determinacién
del genotipo al sistema de vigilancia y a la OPS/OMS;

e remisiéon oportuna de muestras para el aislamiento y deteccion de los virus al
LRR;

e capacitacion y cualificacion del personal de laboratorio;
e procedimientos de trabajo de laboratorio y normas de trabajo:

- espacio y salas disponibles,

- gestion y supervision,

- procedimientos estandarizados de trabajo para el manejo e inventario de
las muestras, incluidos los protocolos de bioseguridad y de contencién
del material infeccioso,

- equipo,

- suministros,

- comunicacion con el personal de epidemiologia vy vigilancia,

- gestién de los datos;
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e puntuacion obtenida en la revision de los
procedimientos de trabajo de laboratorio y las
normas de trabajo, realizado en el propio centro.

e capacidad del laboratorio de realizar el aislamiento
de virus, la deteccion de ARN, la secuenciacion,
las pruebas de avidez de la IgG vy otras pruebas
para el diagnostico diferencial si se dispone de los
recursos necesarios.

Ademés, la RRLSR evalla lo siguiente:

e Notificacion trimestral a la OPS de los casos
esporadicos de sarampién o de rubéola con
resultado de IgM-positivo o indeterminado.

e Funcionamiento de las redes de laboratorios
subnacionales, si procede.

En los apartados siguientes se abordan los compo-
nentes relacionados con la garantia de la calidad de
las pruebas ordinarias, asi como la notificacion de los
resultados en el marco de la RRLSR.

8.1 Participacion en el programa mundial de
pruebas de competencia de las pruebas de
IgM

En el ano 2000, la RMLSR puso en marcha un
programa mundial de pruebas de competencia
basado en el empleo de un panel con 20 muestras
de suero de pacientes con antecedentes recientes de
sarampion, rubéola u otras enfermedades eruptivas.

Los paneles de pruebas de competencia (PC) se
proporcionan a los miembros de la RMLSR para
evaluar su capacidad de deteccién de I1gM contra el
sarampioény la rubéola utilizando la prueba de ELISA.
Los paneles de PC son preparados por el Laboratorio
de Enfermedades Infecciosas Victoriano (VIDRL por
su sigla en inglés) de Melbourne (Australia). EI VIDRL
es un LRR para la Region del Pacifico Occidental
y, por designacion de la RMLSR de la OMS, est4 a
cargo de la produccion de los paneles de PC y de
los informes de evaluacion (39). En la Region de
las Américas, la distribucion de los paneles a los
miembros de la RRLSR es coordinada por los CDC,
como LME, conjuntamente con representantes del
programa del pals, los gerentes de los laboratorios
y el CRL.

Los analisis y la presentacion de los resultados deben
ser oportunos, seglin se describe en los documentos

de acreditacion. Los resultados se envian a la OPS,
a la sede de la OMS en Ginebra y al VIDRL. Tras la
presentacion de los resultados, el laboratorio recibe
un informe del VIDRL en un plazo de 10 dias.

El CRL debe: 1) realizar un seguimiento de la
participacion de los LN en el programa de PC respecto
alalgM,y2)elaborar planes de mejoramiento en todos
los casos en los que se demuestre un desempefno
bajo, trabajando en colaboracién con el personal de
esos laboratorios para mejorar su capacidad.

8.2 Control de calidad indirecto de las
pruebas de IgM

El envio de suero de los andlisis rutinarios realizados
en los LN al laboratorio de referencia designado (LLR
o LME) para el control de calidad (precisién) es un
componente importante del programa de garantia
de la calidad de la RMLSR.

Con el fin de asegurar que haya un nivel alto de
confianza en la calidad de las pruebas seroldgicas
llevadas a cabo por la RRLSR para la deteccion de la
I[gM (contra el sarampion vy la rubéola), una vez por
ano todos los LN deben enviar muestras de suero al
LRR (establecido por el CRL) con objeto de evaluar el
control de calidad. Las muestras deben seleccionarse
aleatoriamente entre las procesadas en los 12 meses
anteriores, deben tener un volumen suficiente vy
deben organizarse de forma consecutiva respecto
a los resultados de IgM. Se deben cumplir los
siguientes criterios en la seleccién de las muestras:

e al menos 10 muestras con resultado IgM-negativo
contra el sarampion;

e hasta 10 muestras con resultado IgM-positivo
contra el sarampion;

e al menos 10 muestras con resultado IgM-negativo
contra la rubéola;

e hasta 10 muestras con resultado IgM-positivo
contra la rubéola; y

e hasta 10 muestras con resultado indeterminado
de IgM contra el sarampion o la rubéola.

El LN debe completar el formulario para el envio de
las muestras al LRR o al LME para la evaluacion del
control de calidad (anexo 2) y debe incluirlo en el
envio. EI LRR utilizara el formulario que reciba para
actualizar el registro de los resultados.
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Las pruebas diagndsticas realizadas por el LN seran
analizadas por el LME o el LRR, y los resultados se
comunicaran al LN que remitio las muestrasy al CRL.
En el caso de resultados discordantes, se realizaran
pruebas adicionales o se realizardn consultas con
el LME o el LRR a través del CRL para abordar
cualquier problema percibido. Los resultados de la
evaluacion del control de calidad se registraran en
la lista de verificacion para la acreditacion anual de
la OPS/OMS vy formaran parte de la puntuacion de
acreditacion.

8.3 Participacion en el programa mundial
de pruebas de competencia de las pruebas
moleculares

Desde el ano 2015, la OMS y los CDC han puesto
en marcha un programa de PC para las técnicas
moleculares. Los miembros de la RMLSR que realizan
pruebas moleculares participan en este programa.

El panel de PC consta de discos de papel de filtro de
FTA® 4 que contienen lisados de células infectadas
por el virus del sarampion o de la rubéola de tipo
salvaje. Todos los discos son no infecciosos vy el
ARN debe extraerse y analizarse con los analisis
moleculares que se usan en el laboratorio. Los
resultados deben presentarse utilizando el formulario
de notificacién que se proporciona con el panel
de PC.

Los resultados del panel de PC enviados porlos LNy
los LRR son evaluados por el LME (CDC) basandose
en los siguientes criterios:

e |a capacidad de detectar el ARN del sarampién vy
rubéola mediante RT-qPCR;

e |a capacidad de generar los amplicones necesarios
para el andlisis del genotipo; y

e |a capacidad de realizar la secuenciaciony el anélisis
de la secuencia para identificar correctamente el
genotipo del virus.

Con el empleo de estos criterios, el andlisis molecular
es evaluado por el LME vy se notifica al laboratorio
participante y al CRL. En algunos casos se solicita
a los LN que repitan el anélisis de una o varias

muestrasy que presenten el resultado correcto antes
de considerar que el laboratorio es competente en el
analisis molecular. Estos resultados deben incluirse
en la lista de verificacion para la acreditacion anual de
la OPS/OMS y se tienen en cuenta en la puntuacion
de acreditacion.

8.4 Control de calidad de los analisis
moleculares: RT-qPCR y secuenciacion

La sensibilidad alta de los métodos de PCR puede
conducir a resultados positivos falsos causados por
la contaminacién por productos de PCR anteriores o
amplicones.? También es posible una contaminacion
cruzada entre las muestras (40).

El cumplimiento de las recomendaciones que se
brindan a continuacion puede reducir la probabilidad
de contaminacion:

e mantenga un flujo de trabajo unidireccional.

e aseglrese de que no haya ningln intercambio de
suministros o equipo entre el espacio en el que
se prepara la muestra y el espacio en el que se
preparan los reactivos, ni entre los espacios en los
que se realiza la amplificacion o deteccion vy los de
preparacion de las muestras.

e utilice guantes en todos los experimentos para
prevenir la contaminacién con las ribonucleasas
(RNasas) que se encuentran en las manos.

e cambiese los guantes después de tocar la piel, las
perillas de las puertas y las superficies comunes.

e utilice un conjunto exclusivo de pipetas que se
usen Unicamente para el trabajo de ARN.

e utilice puntas de filtro y tubos que hayan sido
comprobados y estén garantizados como libres de
RNasas.

e utilice quimicos y reactivos libres de RNasas.

e reduzca la contaminacién con RNasas limpiando
las gradillas de tubos, las micropipetas mecéanicas y
la superficie de trabajo de la campana de PCR con
etanol al 70% vy con toallitas RNase Zap®.®

e reduzca la contaminacion por acido desoxirribonu-
cleico (ADN) con exposicion a luz ultravioleta duran-
te 15 minutos (segun los protocolos de los CDC).

2 Segmentos de ADN a los que se ha aplicado una amplificacion y que, por lo tanto, contienen material genético replicado.

S https:/www.thermofisher.com/order/catalog/product/AM9780
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8.5 Documentacion de casos esporadicos
con IgM-positivo

El' CRL preparard resumenes que incluyan todos
los datos de desempeno del laboratorio, como el
estado de la acreditacion, los resultados obtenidos
en los paneles de PC vy las pruebas confirmatorias.
El resumen se distribuird a todos los miembros
de la RRLSR vy a las personas responsables de los
programas de lucha contra el sarampién vy la rubéola
de los paises. Estos datos serdn fundamentales en la
evaluacion de la calidad de los andlisis de laboratorio
durante la fase posterior a la eliminacion del
sarampion y la rubéola en la Region de las Américas.

Debe proporcionarse trimestralmente al CRL
(véase el anexo 3) la documentacion de los casos
esporadicos con resultado de IgM-positivo,
independientemente de su clasificacién final (véase
la seccion 5). Se espera que haya casos esporadicos
con resultado IgM-positivo cuando la prevalencia
de la enfermedad es baja (véase el anexo 4); estos
casos sirven para medir la capacidad del sistema
de vigilancia (30). El registro de estos casos en un
formato estandarizado: 1) permite una evaluacién
consolidada de estos casos como parte de la revision
general de la vigilancia de laboratorio; 2) facilita la
clasificacion de los casos; y 3) facilita que se genere
informacién para que sea publicada en los articulos
cientificos y proporciona también evidencia de gran
valor para generar directrices.

8.6 Notificacion de los datos

La notificacion estandarizada es fundamental para
el éxito de la RRLSR. Se recomienda adherirse a los
protocolos recomendados para la notificacion de los

4 http:/www.who-measles.org
> www.who-rubella.org

datos. La mayoria de los laboratorios informan los
resultados serolégicos de rutina a la OPS mediante
el Sistema de Vigilancia para la Eliminacion del
Sarampién o la base de datos del Sistema Integrado
de Informacion de Vigilancia. El informe de los
resultados debe incluir la  siguiente informacion
minima: nombre del laboratorio, tipo de muestra,
numero de registro del laboratorio, nimero de
identificacién de la muestra, Ultima vacuna contra
sarampion vy rubéola, fecha de aparicién de la
erupcion, fecha de obtencién de la muestra, fecha
de recepcién, tipo de prueba, resultado de cada
prueba, criterios de interpretacién de cada prueba,
fecha de presentacién de los resultados, y nombre
de la persona a cargo del laboratorio o la persona
que realizo las pruebas.

La noftificacion oportuna de los datos de
secuenciacion y la informacion del genotipo del virus
es un componente fundamental de la vigilancia de
laboratorio en un contexto de eliminacién y en la
fase posterior a la eliminacion. Tras la identificacion
de un genotipo, los laboratorios que realizan analisis
de la secuencia deben notificarlo al CRL lo antes
posible. Debido a las complejidades del analisis
de la secuencia, especialmente para el virus de la
rubéola pero también para el virus del sarampion, las
determinaciones de genotipos (filogramas) pueden
ser compartidas conlos LRR olos LME antes de enviar
la informacién a las bases de datos. La informacién
del genotipo del virus debe transmitirse a las bases
de datos mundiales de secuencias del sarampién vy la
rubéola de la OMS, Measles Nucleotide Surveillance-
MeaNS* y Rubella Nucleotide Surveillance-RubeNS®
y al CRL, en un plazo de dos meses después de la
recepcion de las muestras.
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Anexo 3. Registro de laboratorio de los casos esporadicos de sarampion o rubéola
con un resultado IgM-positivo o indeterminado

Nombre del paciente: ID del caso:
Edad del paciente: -~ Residencia (distrito/ciudad):
Fecha de la aparicién de fiebre: Fecha de la aparicién de la erupcion:

Diagndstico clinico: D Rubéola D Sarampion D No especificado D Otro

Sospecha fuerte de sarampién o rubéola: D No D Si
JAntecedentes de la vacunacién? (SR o SRP)

D Si, vacunado (responder a todas las preguntas siguientes que procedan) D No vacunado D Desconocido

D 1 dosis  Fecha: D Desconocido

D 2 dosis  Fecha: D Desconocido
;Exposicion a un caso confirmado o contacto con visitantes internacionales? D No D Si
;Antecedentes de viaje en los 21 dias siguientes a la aparicién de la erupcion? D No D Si

Fecha de regreso del viaje:

1. RESULTADOS DE LABORATORIO

1.1 Métodos serolégicos

Primera muestra de suero Segunda muestra de suero
Fecha de obtencién: Fecha de obtencién:
IgM Positivo | Negativo | Indeterminado | OD / CO* IgM Positivo Negativo | Indeterminado Oob/ Cco*
Sarampion Sarampion
Rubéola Rubéola
1gG Positivo | Negativo No realizado OoDb/ Cco* IgM Positivo Negativo No realizado Valor
(titulo de
16G*)
Sarampion Sarampion
Rubéola Rubéola
Avidez de Baja Alta Indeterminada Avidez de Baja Alta Indeterminada
lalgG lalgG
Sarampion Sarampion
Rubéola Rubéola

* OD = densidad ¢ptica / CO = valor de corte

** Para determinar la seroconversion de IgG, la primera y la segunda muestra de suero deben procesarse en el mismo analisis.
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1.2 Métodos virolégicos

¢Muestra obtenida? No Si Fecha de obtencion | Estado de la muestra

Hisopado faringeo

Hisopado nasal

Hisopado nasofaringeo

Orina

Aislamiento de virus: D No D Si D Resultado obtenido: D Negativo D Positivo ...
RT-gPCR: D No D Si D Resultado obtenido:D Negativo D Positivo

Genotipo: D No D Si D Resultado obtenido:\ \

2. ANALISIS DEL CASO

Confirmado por Iaboratorio:D No D Sf

Descartado en funcion de

Pruebas de laboratorio: D No D Sf
Datos clinicos: D No D Si
Datos epidemiologicos: D No D Sf

No pudo descartarse con las pruebas de laboratorio disponibles: D No D Si

Si alguna de las respuestas fue “si”, sirvase facilitar informacion detallada y agregue las observaciones pertinentes.

Nombre y cargo de las personas que participaron en el examen

Lugar y fecha de la revision del caso:
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Anexo 4. Influencia de la prevalencia en el valor predictivo positivo de la prueba

Si bien las pruebas diagnosticas permiten la determinacién de anticuerpos contra el virus del sarampion o de la
rubéola, esimportante tener en cuenta que los resultados de la prueba dependen del cumplimiento de todos los
criterios de validez establecidos por el fabricante. Ademas los resultados pueden depender de la enfermedad en
una poblacion determinada.

Para ilustrar mejor esto situacion y siguiendo el teorema de Bayes, presentamos una prueba para determinacion
de anticuerpos IgM contra el sarampidn con una sensibilidad del 97% vy especificidad del 99% en poblacién de
500 personas, en dos escenarios epidemioldgicos diferentes; en un escenario con una prevalencia del 10% vy en
el otro con una prevalencia del 1%.

El resumen de los resultados obtenidos cada escenario se presenta en el formato de tabla de 2x2 como se
muestra a continuacion.

Resultado de la prueba Enfermos Sanos Total
Positivo a b ath
Negativo C d c+d
Total a+c b+d N

a = enfermo con resultado positivo (verdadero positivo)
b = sanos con resultado positivo (falso positivo)

¢ = enfermo con resultado negativo (falso negativo)

d = sano con resultado negativo (verdadero negativo)
N = total de la poblacién

a+b = total de individuo con resultado positivo
c+d = total de individuo con resultado negativo
a+c = total de individuo enfermo

b+d = total de individuo sano

VPP = a/a+h
VPN= d/b+d
Escenario 1: Prevalencia del 10% Escenario 2: Prevalencia del 1%
Sensibilidad de la prueba: 97% Sensibilidad de la prueba: 97%
Especificidad de la prueba: 99% Especificidad de la prueba: 99%
Resultado de la Enfermos Sanos Total de Resultado de Enfermos Sanos Total de
prueba pruebas la prueba pruebas

50 450 500

5 495 500

VPP
VPN

49/53
445/447

0,91
0,99

VPP = 5/10
VPN = 490/490

o
= O
0
(@]

“Teorema de Bayes: permite calcular el valor predictivo positivo (VPP) y el valor predictivo negativo (VPP) a partir de la sensibilidad

y especificidad en prevalencias diferentes.
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