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OBJETIVOS DE LA GUIA

Describir los lineamientos y el proceso de vigilancia por laboratorio del virus de la
Influenza y otros virus respiratorios.

Establecer los procesos de obtencion, conservacion y transporte de las muestras
para la deteccion del virus de la Influenza y otros virus respiratorios.

Describir los fundamentos técnico-cientificos de los métodos de ensayos empleados
para el diagndstico por laboratorio del virus de la Influenza y otros virus respiratorios.

Describir los criterios técnico-operativos para la participacion en el programa
interlaboratorio de control de calidad para la evaluacion del desempefio directo e
indirecto.

Precisar como se articula la red nacional de laboratorios para la vigilancia por
laboratorio del virus de la Influenza y otros virus respiratorios., asi como describir
las funciones y responsabilidades en cada uno de los niveles.

ALCANCE

La presente guia aplica para la vigilancia por laboratorio del virus de la Influenza y
otros virus respiratorios en diferentes matrices y métodos con los cuales se detectan
en el laboratorio nacional de referencia del INS.
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DEFINICIONES, SIGLAS ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

Infeccion Respiratoria Aguda (IRA): es toda infeccion que compromete una o mas
partes del aparato respiratorio, durante un lapso no mayor a 15 dias. La mayoria se
debe a virus y son auto limitadas.

Inmunofluorescencia: es una técnica de diagndéstico en la cual se evidencia la
presencia de un antigeno o anticuerpo especifico en una muestra bioldgica.

Cultivo Celular: son cultivos de células procedentes de 6rganos y tejidos animales,
procesadas de tal manera que pueden ser sembradas en frascos estériles
especiales para formar una monocapa a través del suministro de medios de cultivo,
enriquecido de nutrientes especiales para su mantenimiento y crecimiento. Los
cultivos celulares se clasifican en primarios y lineas celulares.

Aislamiento Viral: técnica usada para el diagnéstico de infecciones virales en
muestras clinicas obtenidas adecuadamente

Sustancias Infecciosas: sustancias que contienen agentes patdégenos con
potencial infeccioso.

Productos Bioldgicos: son los productos derivados de organismos vivos,
fabricados y distribuidos de conformidad con lo dispuesto por las autoridades
nacionales competentes, las cuales pueden imponer condiciones especiales para
Su autorizacioén, prevencion, tratamiento o diagnéstico de enfermedades del ser
humano o de los animales, con fines conexos de elaboracién, experimentacion o
investigacion. Pueden incluir, sin estar necesariamente limitados a ellos, productos
acabados o no acabados como vacunas.

Acido Desoxirribonucleico (ADN): es un polimero de monémeros de nucleétidos
(deoxyadenilato, deoxyguanidilato, deoxycitidilato y timidilato) donde se almacena
la informacién genética y responsable de la transmision hereditaria.

Aspirado nasofaringeo (ANF): muestra extraida por succion de la parte posterior
de la nasofaringe mediante sonda.

Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR): técnica de biologia molecular cuyo
objetivo es obtener un gran nimero de copias de un fragmento de ADN patrticular,
partiendo de una Unica copia del fragmento original.
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PEEDD: Programa de evaluacion externa del desempefio directo
PEEDI: Programa de evaluacion externa del desempefio indirecto
ESI: Enfermedad Similar a Influenza

IFI: Inmunofluorescencia Indirecta

IRA: Infeccion Respiratoria Aguda

IRAG: Infeccion Respiratoria Aguda Grave

LNR: Laboratorio Nacional de Referencia
LSP: Laboratorio de Salud Publica
NIC: National Influenza Center - Centro Nacional de Influenza

rRT-PCR: Reaccion en tiempo real en Cadena de la Polimerasa ligada a
retrotranscripcion

RNA: Acido ribonucleico

UPGD: Unidad primaria generadora de datos
VSR: Virus Sincitial Respiratorio

ADV: Adenovirus

PIV: Parainfluenza virus

BoV: Bocavirus

CoV: Coronavirus
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1. GENERALIDADES

La Infeccion Respiratoria Aguda (IRA) se define como: “Enfermedad infecciosa
causada por microorganismos, que afectan el aparato respiratorio alto y bajo
durante un periodo de quince dias (15 dias) y que pueden cursar desde un resfriado
comun hasta una complicacién mas severa como la neumonia”.

Las IRA se consideran como una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en el mundo, por lo que se considera en un problema en salud publica y
se estima un promedio de 4.000.000 muertes por afio por esta enfermedad. (L6pez
A, 2006; Mathers C, 2008).

Las IRA son también la principal causa de hospitalizacion y de muerte
fundamentalmente en los meses frios 0 mas lluviosos (Neulzi y Cols, 2003; Navarro-
Mari y Cols, 2003), asi como también son la principal causa de administracion de
antibioticos y otros medicamentos en especial a los nifios menores de 5 afios, la
mayor parte de las veces innecesarias e inadecuadas ya que con ellos no se
mejoran los sintomas ni se logra una recuperacion de la enfermedad, sin mencionar
los efectos secundarios de estos antibidticos que son téxicos y generadores de la
aparicion de resistencia bacteriana (Antimicrobial, 1998; Gonzales y Cols, 2001;
Neuzil y Cols, 2000), razon por la cual tienen un gran impacto socioeconémico en
los paises desarrollados y en via de desarrollo; sin mencionar que las IRA son en
gran parte los responsables de un numero elevado de ausentismo laboral
(Barenfanger y Cols, 2000).

La etiologia de las IRA esta dada por un grupo variado de agentes tanto bacterianos
como virales que ocasionan enfermedad con sintomatologia similar (Debbia, 2001).
Entre las bacterias que causan estas infecciones se pueden mencionar:
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae y Streptococcus B hemoliticus.
Entre los agentes virales mas comunes se encuentran: Virus Sincitial Respiratorio,
Parainfluenza, Influenza, Coxsackie, entre otros (Lam W., 2007; N, 1996; Como
atender al nifio con infecciones respiratorias agudas y que hacer para prevenirla).
Sin embargo, a pesar de ser una enfermedad frecuente y de impacto en salud
publica, existen algunos aspectos de las infecciones respiratorias ain no conocidas
como lo referente a su etiologia ya que entre un 40 a 60% son indeterminadas, es
decir no es posible identificar un agente etiolégico (Bartlett JG, 1998; Louie y Cols,
2005).
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1.1.1 1.1 VIRUS RESPIRATORIOS
1.1.2
1.1.3 Caracteristicas generales

Entre un 80 — 90% los virus son considerados como la causa mas comun de
infeccion en el tracto respiratorio, tanto en la poblacién infantil como en los adultos,
siendo en los menores la principal causa de IRA en paises desarrollados y la mayor
causa de muerte en los paises en desarrollo. (Weber, 1998; Bloom y Cohen, 2007).

Del grupo variado de virus causantes de infecciones respiratorias agudas
encontramos: Influenza Virus tipo A, B y C, Parainfluenza tipo 1, 2, 3y 4 (PIV-1,-2,-
3 y -4) Virus Sincitial respiratorio humano (hVSR), coronavirus humano OC43 y
229E, adenovirus (AdV), Rinovirus (hRV) y algunos Enterovirus (EV). Ademas, en
los ultimos afios se han afiadido a este grupo de virus: el Metapneumovirus humano
(hMPV), Bocavirus humano (HBoV), algunos mimivirus y nuevos Coronavirus
humanos (HCoV) como HKU1 (Bellau - Pujol S, 2005), los cuales han estado
asociados a episodios de morbilidad y mortalidad en la poblacion (Thompson, 2003).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el Virus Sincitial Respiratorio
(VSR) y el virus tipo 3 de la Parainfluenza son las causas principales de infecciones
respiratorias agudas en la infancia, causando aproximadamente entre el 20 al 25%
de los casos de neumonia y cerca de 45% al 50% de bronquiolitis de hospitalizados
en la poblacion infantil especialmente (Garcia-Barrero B, 1994; Louie JK, 2005).

Por otra parte, otro agente viral recientemente descrito se ha asociado a las
infecciones respiratorias tanto en nifios como en adultos el cual ha sido identificado
mediante técnicas moleculares, el virus denominado Metapneumovirus humano
(hMPV) (Van den Hoogen B, 2001). El retraso en su descubrimiento podria deberse
a que el virus se replica pobremente en las lineas celulares de uso rutinario y genera
un efecto citopatico inespecifico (Van den Hoogen B, 2002). Estudios posteriores
demostraron que el hMPV presenta co-infecciones con otros virus respiratorios
siendo mas frecuentes con el VSR, esto posiblemente a que comparten similitudes
estructurales y genomicas (Venter M, 2002).

En paises latinoamericanos como Chile los virus respiratorios son la causa principal
de hospitalizacion y de muerte en nifios menores de 2 afios; Virus Sincitial
Respiratorio y Adenovirus son detectados con una tasa anual de 29% y 9.2%
respectivamente (Larrafiaga C, 2007).
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La presentacion clinica de las infecciones respiratorias virales depende en gran
medida del estado del paciente, el patbgeno implicado y de la época de lluvia, propia
de cada pais, mostrando una variedad de sintomas, incluyendo aquellos del tracto
superior (resfriado comuan, por ejemplo, rinitis, sinusitis, otitis media) y sintomas
respiratorios del tracto bajo (neumonia, bronconeumonia, bronquitis, bronquiolitis,
traqueitis y laringitis). Una de las caracteristicas de las manifestaciones clinicas en
las IRA virales es la inespecificidad de los sintomas: un mismo cuadro clinico puede
ser causado por distintos agentes virales, y un virus concreto puede producir
diferentes cuadros clinicos.

1.1.4

1.1.5 Modo de transmision

La via de transmision de los virus respiratorios es principalmente aérea, puede ser
por contacto directo o a través de fémites (contacto indirecto), diseminandose a
través de la mucosa nasal o conjuntival. La transmisién por aerosoles; ha sido
documentada para el virus Influenza, pero se presume que puede ocurrir también
con Rinovirus y Enterovirus (Rosete-Olvera DP, 2002)

El periodo de incubacion es de 1 a 6 dias. La replicacion viral se produce en las
células ciliadas del epitelio nasal y de la nasofaringe. La viremia no es frecuente,
salvo para Enterovirus. La eliminacion del virus aumenta al tercer o cuarto dia de
infeccion y suele desaparecer al quinto; en nifios el periodo de eliminacion puede
ser mas prolongado. Los sintomas, que suelen hacerse mas fuertes luego del quinto
dia de enfermedad y desaparecer hacia el décimo dia, esto se deben al edema e
hiperemia de la mucosa y destruccion de células epiteliales que hacen los virus
respiratorios sobre el tejido respiratorio (Rosete-Olvera DP, 2002).

1.1.6 Virus Influenza (FLU)

La Influenza es una enfermedad viral altamente infecciosa. El nombre "Influenza"
fue originado en el siglo XV en lItalia de una epidemia atribuida a la "influencia de
las estrellas”. Al menos cuatro pandemias de Influenza ocurrieron en el siglo XIX, y
tres han ocurrido en el siglo XX. La pandemia de "Spanish flu" en 1918-1919 causo6
un nimero estimado de 21 millones de muertes alrededor del mundo.

El virus de la Influenza, es un virus RNA de cadena sencilla y con forma helicoidal
perteneciente a la familia orthomyxoviridae. Y se han descrito tres tipos de virus de
influenza A, B y C los cuales fueron clasificados por su material genético. Influenza
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tipo A posee subtipos los cuales son determinados por las glicoproteinas de
superficie: hemaglutinina (H) y neuraminidasa (N). Figura No. 1.

Figura No.l. Esquema del virus de Influenza

Fuente: http://marioisaac.blogspot.com/2009/11/acerca-del-virus-ahlnl.html

Influenza A causa enfermedad de un nivel moderado a severo, y afecta a todos los
grupos de edades. El virus infecta a humanos y otros animales como a cerdos y
aves.

Influenza B generalmente causa enfermedad mas leve que el tipo A y
primordialmente afecta a los nifios. Puede ser asociado con el sindrome de Reye.

La patogénesis se debe a que el virus ataca y penetra en las células epiteliales
respiratorias, en la trdquea y los bronquios. La replicacién viral ocurre como
resultado de la destruccion de la célula hospedero.

La enfermedad de la Influenza "clasica" es caracterizada por el inicio de fiebre,
cefalea, mialgias, dolor de garganta y tos no productiva. La fiebre es usualmente
mayor a 37°C, mialgias, tos como resultado de la destruccién del epitelio traqueal y
el periodo de incubacion oscila entre 2 a 5 dias.
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1.1.7 1.2.2 Adenovirus (AdV)

Son llamados "adenovirus" porque fueron aislados en 1953 a partir de tejido
adenoidal humano. Pertenecen a la familia Adenoviridae, género Mastadenovirus.

Los adenovirus se clasifican en 6 subgrupos (A - F), basandose principalmente en
sus propiedades de hemoaglutinaciéon y su homologia de ADN. Los tipos 40, 41
pertenecen al subgrupo F y son patégenos entéricos. Mientras que los subgrupos A
y B estan asociados a infecciones del tracto respiratorios.

Estos son virus desnudos con un diametro de 70-90nm. Su genoma es ADN lineal
de cadena doble (ds) con dos proteinas mayores. La capside es icosaédrica
formada por 252 capsomeros, 240 son hexones; en los vértices hay 12 pentones,
de los cuales se proyecta una proteina llamada “fibra” la cual posee una
protuberancia terminal. Este complejo es toxico a las células causando
redondeamiento y muerte de las células a través de la inhibicién de su sintesis
proteica. Las proteinas fibrilares determinan la especificidad de las células diana.
Figura No. 2.

Figura No. 2. Esquema de Adenovirus

{ 0:‘\ B ¢ o singlestranded DNA

Fuente: https://microbewiki.kenyon.edu/images/8/81/Adenojpg.qif
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El virus ataca primariamente a células del moco epitelial de la conjuntiva, tracto
respiratorio, tractos gastrointestinal y genitourinario. La fijacion a receptores de la
célula huésped se da mediante la proteina fibrilar. El virus se replica en el citoplasma
de las células huésped, pero el ADN viral se replica dentro del nucleo de la célula
huésped.

El resfriado comun (rinitis), faringitis (con o sin fiebre), tonsilitis, bronquitis, fiebre
faringoconjuntival, enfermedad respiratoria aguda (infeccion del tracto respiratorio
inferior), sindrome similar a pertussis, neumonia, algunas veces con secuelas, tiene
un periodo de incubacién de 2-14 dias.

1.1.8
1.1.9 1.2.3Virus Sincitial Respiratorio (VSR)

El VSR se clasifica dentro del Orden Mononegavirales y pertenece a la Familia
Paramyxoviridae, su genoma esta formado por una cadena simple de RNA con
polaridad negativa (no segmentado) (Figura No. 3).

Figura No. 3. Esquema de un virus de la familia Paramixovirus

Matrix protein

4 - Lipid bilayer
5

™ Polymerase

~ Ribonucleoprotein

Fuente: http://medicpedia.es.tl/Microbiologia.htm

En los nifios este virus puede causar neumonia, bronquiolitis (inflamacién de las
vias respiratorias pequefias de los pulmones) y croup. En los adultos sanos y en los
nifios mayores es una afeccion respiratoria usualmente leve.
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1.1.101.2.4 Parainfluenza (PIV)

Los virus de Parainfluenza son patdgenos que causan infecciones en el tracto
respiratorio alto y bajo afecta tanto adultos como a nifios son la segunda causa de
enfermedad del tracto respiratorio inferior en nifios pequefios, después del virus
Sincitial respiratorio.

Pertenecen a la familia Paramyxoviridae del género Paramixovirus Parainfluenza 1,
2y 3. Los virus de la Parainfluenza son relativamente grandes, casi 150 - 300 nm
de diametro. Son pleomdérficos. Son virus con RNA de sentido negativo, no
segmentado y de cadena sencilla, el centro (Core) de la nucleocapside es
filamentoso, parecido a un tejido dentado, tiene un ARN helicoidal fuertemente
asociado con la Nucleoproteina (NP) fosfoproteina (P) y proteina larga (L).

Se pueden ver infecciones primarias y re-infecciones, pero la mayoria son
asintomaticas, especialmente en niflos mayores y en adultos. El periodo de
incubacion es de 2 a 6 dias. Sin embargo, la mayoria de las personas han tenido
alguna infeccion primaria en los primeros 5 afios de vida. Las re-infecciones son
clinicamente menos severas, por lo general implican el tracto respiratorio superior y
pueden verse en cualquier etapa de la vida.

Causan fiebre y dentro del espectro de infecciones respiratorias causadas:
rinorrealrinitis, faringitis, tos, croup (laringotraqueobronquitis), bronquiolitis y
neumonia.

1.1.111.2.5 Metapneumovirus humano (hMPV)

En 2001, en Holanda, Benardette Van den Hoogen y colaboradores; identificaron
por técnicas de PCR un nuevo patdégeno causante de infecciones en el tracto
respiratorio alto y bajo en 28 aspirados nasofaringeos almacenados en un periodo
de 20 afos. Estos patdégenos pueden afectar a nifios y adultos. El virus identificado
fue denominado metapneumovirus humano (hMPV), el retraso en su
descubrimiento podria deberse a que el virus se replica pobremente en las lineas
celulares de uso rutinario y genera un efecto citopatico inespecifico. (Chan P. 2003).

El hMPV pertenece al género Metapneumovirus y al igual que el virus respiratorio
Sincitial (VSR), pertenece a la subfamilia Pneumoviridae y a la familia
Paramyxoviridae. Existen por lo menos 2 especies de hMPV (A y B) cada una de
las cuales se subdivide en subgrupos 1y 2. Las principales diferencias entre el VSR
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y el metapneumovirus consisten en que el hMPV carece de dos proteinas no
estructurales que estan presentes en los pneumovirus y en que presenta pequefas
diferencias gendémicas.

1.1.121.2.6 Bocavirus humano (BoV)

En 2005, Allander y colaboradores publicaron el descubrimiento de un nuevo
parvovirus humano, aislado de muestras respiratorias obtenidas de nifios con
infecciones del tracto respiratorio. Los analisis filogenéticos de este nuevo virus
mostraron que es un parvovirus y que esta estrechamente relacionado con los
anicos dos miembros del género Bocavirus, un parvovirus bovino y canino de cuyas
dos primeras silabas ha tomado el nombre; Finalmente, HBoV fue incluido en el
género Bocavirus, subfamilia Parvovirinae, familia Parvoviridae (Francisco Pozo,
2008).

Los parvovirus son virus esféricos de 18 a 26 nm de diametro y simetria icosaédrica,
carentes de envoltura y con genoma constituido por una molécula lineal de ADN,
son virus DNA de tamafio muy pequefo, se estima que existen dos (2) genotipos
de HBoV circulando en varios paises, (Avellén A, P. P. 2001).

1.1.131.2.7 Rinovirus y Enterovirus (RVy EV)

La familia Picornaviridae estd compuesta por nueve (9) géneros, de los cuales cinco
(5) producen infecciéon en humanos (Rinovirus, Enterovirus, Hepatovirus, Kobuvirus
y Parechovirus). Es asi que los Rinovirus (RV), y en menor medida los Enterovirus
(EV), se han visto asociados con Infecciones respiratorias agudas. Estos son virus
simples, pequefios (20-30 nm), con forma esférica. Son icosaédricos y sin envoltura
lipidica, compuesta por 60 monémeros de 4 proteinas estructurales, VP1, VP2, VP3
y VP4, organizados en 12 pentdmeros. Figura No. 4.

El rinovirus afecta a nifios mayores y a adultos, los sintomas mas frecuentes es el
catarro comun, y ocasionan un cuadro clinico indistinguible del causado por otros
virus respiratorios. Tras un periodo de incubacion de 1 a 4 dias, comienzan los
sintomas de una infeccién respiratoria de vias altas, con rinorrea, tos, estornudos y
mayor o menor grado de fiebre. El tiempo de recuperacion es variable, pero puede
llegar hasta dos semanas.
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Figura No. 4. Rinovirus

Fuente: http://www.milenio.com/tecnologia

La temperatura éptima de crecimiento del rinovirus es 33°C y se piensa que ha sido
el resultado de un proceso de adaptacion a su habitat mas frecuente en la
nasofaringe.

1.2.8 Coronavirus (CoV)

En 1931 Schalk y Hawn, describen este virus por primera vez en una enfermedad
respiratoria en pajaros. En 1975 estos virus fueron aceptados como un nuevo
género denominado Coronavirus (HCoV), familia Coronaviridae. Son particulas
pleomdérficas de 80-160 nm y poseen un genoma de RNA, son envueltos con
proyecciones superficiales en forma de pétalo que le dan el aspecto de una corona
solar

Los HCoV OC43 y 229E son los agentes responsables de un resfriado comun, su
periodo de incubacion es de 2 a 5 dias, desapareciendo sus sintomas generalmente
a la semana. Suelen asociarse con infecciones de vias respiratorias altas, con
intensa rinorrea, aunque ocasionalmente se han asociado con neumonias en recién
nacidos, nifios mayores, inmunodeprimidos y reclutas.
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2. DIAGNOSTICO POR LABORATORIO

El éxito del diagndstico del virus de la influenza y otros virus respiratorios depende
de;

v/ Dinamica de la infeccidn (tiempo entre fecha de inicio de sintomas y fecha de recoleccion de
la muestra)

v" Recoleccién de la muestra (buena celularidad)

v' Conservacién y transporte (para garantizar la viabilidad del virus y la seguridad del
profesional y de la comunidad)

v" Método de diagnéstico (inmunofluorescencia y técnicas moleculares)

2.1 Bioseguridad:

Para el analisis de muestras todos los procedimientos se deben realizar en cabina
de seguridad biologica clase 2A, bajo normas de limpieza y desinfeccion con alcohol
al 70%, luz ultravioleta y flujo laminar 15 minutos antes de su uso. Igualmente todo
elemento empleado durante el procedimiento debe limpiarse previamente con
alcohol al 70% para ser introducido al interior de la cabina. Es recomendable dejar
atemperar los reactivos a utilizar en los procesos de cultivos celulares dentro de la
cabina de seguridad biolégica con la luz UV encendida. Al finalizar el trabajo, se
deben retirar todos los elementos y limpiar y desinfectar la cabina con alcohol al
70%, luz ultravioleta y flujo laminar durante 10 a 15 minutos antes de apagarla.

El personal encargado de los procedimientos debe conocer lo del uso de los
elementos de proteccion personal (tapabocas, guantes y bata) y todo lo relacionado
con el fin de prevenir la contaminacion cruzada; microbiana en los cultivos, en la
PCR, el mismo analista y el ambiente de trabajo.

1.1.14
2.2 Toma de muestras

Todas las muestras respiratorias para el andlisis del virus de la influenza y otros
virus respiratorios deben ser recolectadas dentro de los primeros 10 dias de inicio
de sintomas (preferiblemente en el 4 o 5 dia cuando la carga viral estd aumentada
y garantiza la deteccion de los virus respiratorios).

2.2.1 Hisopados: faringeos, nasofaringeos o combinados nasofaringeo y nasal.
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e Marque el recipiente de la muestra con la fecha de la recoleccion y el
nombre del paciente.

e Podngase los guantes y destape el hisopo (hisopos con punta sintética de
poliéster o dacron® y mango plastico).

e Pida al paciente que abra la boca y saque la lengua repitiendo
reiteradamente la letra “a” con el fin de mantener la faringe cerrada.

e Con la ayuda de un baja lenguas presione la lengua. La manipulacién en
este momento de la recoleccion de muestra es de gran importancia para
evitar que la lengua interfiera, y también para evitar la contaminacion que
de ella se derive.

e Lleve el hisopo hasta el fondo de la orofaringe y rotelo por la parte posterior
de las tonsilas (amigdalas), y a la vez de arriba hacia abajo, con el fin de
obtener el mayor nimero de células. Figura No. 5

e Posteriormente el hisopo debe introducirse en un vial de plastico que
contiene de 1,5 mL de medio de transporte viral (MTV), cortando el resto
del escobillon para que permita tapar adecuadamente el vial con la
muestra.

Figura No. 5: Recoleccion de muestra de hisopados

Fuente: Grupo de Virologia - SRNL
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Notas:

No use hisopos con alginato de calcio o hisopos de madera, debido a que
estos pueden contener sustancias que pueden interferir en técnicas como el
aislamiento viral en cultivos celulares o en la prueba de PCR.

La UPGD no debe retirar los hisopos del MTV ya que estas no cuentan con
cabina de bioseguridad.

Los LSP o el INS con capacidad de proceso son los responsables de retirar
el escobillon y asi continuar con el debido procedimiento de IFI o de PCR
Muestras de hisopados enviadas en solucion salina no serén procedas por el
LSP o por el INS.

2.2.2 Aspirado Nasofaringeo: Aspirado nasofaringeo, Aspirado endotraqueal

Rotular el recipiente que de la muestra con los datos del paciente (nombres,
apellidos y documento de identificacion del paciente) y la fecha de la
recoleccion.

Introducir 1 mL de solucion salina estéril (pH: 7.0) en una de las fosas
nasales, utilizando una jeringa unida a una sonda.

Aspirar todo el material de la secrecidn nasofaringea que sea posible,
agregar la muestra a un tubo estéril y repetir el procedimiento con la otra fosa
nasal, figura No. 6.

Opcionalmente con ayuda de tijeras previamente desinfectadas, cortar una
porcion de la sonda utilizada que contiene la muestra y depositarla en el tubo.
Agregar solucion salina estéril hasta completar un volumen final minimo de 3
mL y cerrar muy bien el tubo.

Refrigerar o congelar el vial para garantizar la viabilidad viral, segun sea el
caso, hasta su procesamiento en el LSP con capacidad diagndéstica o en el
Laboratorio Nacional de Referencia INS
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Figura No. 6: Recoleccion de muestra de aspirado

Aspirado nasofaringeo

Fuente: https://es.slideshare.net/ssucbba/vigilancia-del-virus-influenza

Notas:

e Las muestras de aspirados nasofaringeos, deben ser recolectadas en
minimo 3 mL de solucion salina estéril

e El aspirado puede ser recolectado con sonda nasofaringea o con trampa
de acuerdo al procedimiento que realiza cada hospital.

e Dejar la sonda dentro de la solucién salina (3mL). Si la decisién es retirar
la sonda, se debe garantizar el escurrimiento total del contenido de la
sonda en los 3 mL de solucién salina y asi evitar la pérdida de la particula
viral y muestras inadecuadas o falsos negativos.

1.1.152.2.3 Lavados: Nasal o Bronco alveolar

e Marque el recipiente de la muestra con la fecha de la recoleccion, el
nombre del paciente.

e Se solicita al paciente sentarse con la cabeza ligeramente inclinada de
atras para adelante diciendo "K" mientras se realizan lavados con solucion
salina, la cual se aplica en la ventana nasal con el broncoscopio, figura No.
7.

e Se recoge la muestra en recipiente con tapa rosca.

e El proceso es repetido alternando las fosas nasales hasta recolectar un
total de 10-15 mL de lavado.

e Luego se realiza una dilucién 1:2 de 3 mL de lavado.
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Figura No. 7 Recoleccion de muestra de lavados

Broncoscopio

Bronquio principal
izquierdo

FADAM

Fuente: https://clon.uab.es/pda ssl/web/pneumologia/2 2 Pruebas invasivas

1.1.16 2.2.4. Biopsia del tracto respiratorio

e Se puede recolectar muestras de secrecion respiratoria hasta seis horas
posteriores a la muerte.

e Rrecolectar cortes de tejido del tracto respiratorio (4x5 cm) que representen
el 6rgano y en frascos independientes refrigerados para analisis virolégico,
con contra muestra adicional de los mismos tejidos en formol tamponado al
10% para estudio histopatoldgico;

1.Parénquima pulmonar representativo de los pulmones derecho e
izquierdo

2.Bronquios primarios derecho e izquierdo

3.Traquea (proximal y distal)

1.1.17 2.3 Tipo de muestra, conservacion, almacenamiento y transporte

Todas las muestras clinicas deben conservase a temperatura de refrigeracion (2 a
8°C) y estas deben ser enviadas al laboratorio para su analisis lo antes posible. Si
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las muestras son procesadas o enviadas al LSP o al INS después de las 48 horas
estas deben ser congeladas (-70°C). El transporte de las muestras debe realizarse
con geles o pilas congeladas, temperaturas superiores a 8°C degradan la particula
viral, obteniéndose falsos negativos; muestras recibidas en el INS con temperaturas
superiores a 8°C, no seran procesadas.

Para el transporte de muestras debe usarse el sistema basico de triple embalaje de
acuerdo al sistema de la IATA, segun lo recomendado por la Organizacion Mundial
de la Salud para el transporte de muestras bioldgicas infecciosas; IATA Dangerous
Goods Regulations (DGR) 58th Edition 2017, ver figura; asi como seguir las
recomendaciones del manual de transporte de las sustancias infecciosas del INS.

El embalaje debe constar de tres componentes:

e Recipiente principal o primario hermético: es el que contiene la muestra

e Embalaje secundario/contenedor secundario hermético: debe ser
resistente y antifugas

e Embalaje exterior rigido adecuado: cuenta con una superficie de una
dimension de al menos 10 cm x 10 cm.
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El INS se reserva el derecho de no procesar muestras en los siguientes casos:

e Muestras que no cumplan con las definiciones correctas de caso.

e Muestras procedentes de LSP con capacidad diagndstica (a excepcion
de casos fatales o IRAG inusitado).

e Muestras inadecuadas (mal embaladas, muestras no aptas para
proceso, muestras mal conservadas o con deficiente diligenciamiento
de la ficha).

e Muestras que excedan los porcentajes de vigilancia estipulados para
cada LSP.

1.1.18 2.4 Documentacion requerida
1.1.19

1.1.20 Las muestras deben ser enviadas con larespectiva ficha de notificacion
de acuerdo al protocolo nacional de IRA y con una carta de solicitud de
examen y con la siguiente informacion:
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([J)

e Nombre y Apellidos

e Fecha del comienzo de los primeros sintomas
e Fecha de Toma de las Muestras

e Tipo de Muestra recolectada

2.5 Métodos de laboratorio empleados para el diagnostico del agente
etiologico

Las muestras empleadas para diagndéstico rapido por inmunofluorescencia (IF), por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o aislamiento viral son secreciones
respiratorias tomadas mediante aspirados, lavados o hisopados, sin embargo, las
muestras enviadas para IF, NO pueden ser congeladas ya que el proceso de
congelacion y descongelacién rompe las células, lo cual dificulta su reconocimiento.

1.1.21
1.1.22 2.5.1 Inmunofluorescencia (IF)

La inmunofluorescencia fue introducida por primera vez a principios de los afios 40
y fue utilizada en el diagndstico viroldgico a mediados de los 50°s, Figura No. 8. Se
ha comprobado que es una técnica sensible, segura y rapida para diagnosticar virus.
Puede ser directa (detectar antigenos viricos especificos) o indirecta (detectar
anticuerpos especificos de virus conocidos), en pocas horas.

Nota: Se deben seguir las recomendaciones y pasos del fabricante

Figura No. 8: Técnica de Inmunofluorescencia

Fuente: Grupo de Virologia — SRNL

1.1.23 2.5.2 Aislamiento Viral

El aislamiento viral en cultivos celulares es el patron de oro para el diagndstico de
virus respiratorios agentes de IRA, sin embargo, tiene algunas limitaciones como el
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costo, el tiempo de andlisis, requiere de lineas celulares muy sensibles a los virus a
estudiar, personal entrenado y un laboratorio robusto con capacidad técnica para el
manejo de cultivos celulares.

Para el aislamiento del virus respiratorio se emplean varias lineas celulares, por
ejemplo Hep-2 (linea celular continua de origen humano), para virus respiratorio
Sincitial (VRS), MDCK (células primarias de rincon de perro cookie spanish), para
aislamiento de virus influenza. Una vez inoculada la muestra en las lineas celulares
el cultivo celular se observa dia a dia y se registra el efecto citopatico caracteristico
de cada virus. Figura No. 9.

Nota: Los cultivos celulares se deben realizar en paralelo a las pruebas
inmunolégicas rapidas con el fin de recuperar el virus para estudios de
caracterizacion e identificacion de la cepa prevalente.

Figura No. 9: Cultivo celular

Fuente: Grupo de Virologia — SRNL

1.1.24 2.5.3 Técnicas moleculares

La reaccion en cadena de la polimerasa, cuyas iniciales en inglés son PCR
(polymerase chain reaction), fue desarrollada por Kary Mullis a mediados de los
afos 80. Con esta metodologia se pueden producir en el laboratorio multiples copias
de un fragmento de ADN especifico, incluso en presencia de millones de otras
moléculas de ADN.
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Como su nombre indica, se basa en la actividad de la enzima ADN polimerasa que
es capaz de fabricar una cadena de ADN complementaria a otra ya existente. Sus
anicos requerimientos son que existan nucleotidos en el medio que son la materia
base para fabricar el ADN (los nucleétidos de adenina, timina, citosina y guanina),
y una pequefia cadena de ADN que pueda unirse a la molécula que queremos
copiar para que sirva como cebadora (el cebador, en inglés "primer").

La técnica de extraccion puede variar dependiendo el kit comercial que se utilice,
entre los recomendados por el CDC encontramos; reactivos de extraccion
comerciales (Kit Qiamp Viral RNA - Qiagen part No. 52904 o0 52906, Roche MagNa
Pure Total Nucleic Acid kit, Invitrogen Purenlink minikit).

La PCR en tiempo real (rRT-PCR), consiste en detectar en tiempo real la
amplificacion de un genoma de interés. Para llevar a cabo esta deteccion existen
varios métodos pero casi todos basados en la utilizacion de otro fragmento de ADN
(sonda) complementario a una parte intermedia del ADN que queremos amplificar,
figura No. 10. Esta sonda lleva adherida una molécula fluorescente y otra molécula
gue inhibe esta fluorescencia ("quencher"), de tal forma que sélo cuando la sonda
es desplazada de su sitio por accion de la ADN polimerasa la molécula fluorescente
se libera de la accién del "quencher" y emite fluorescencia y es iluminada por el
fluroforo. Es importante incluir un tubo control, el cual va servir como como control
interno de la técnica de extraccion. Los extractos de &cido nucléico se deben
almacenar a -70°C o a -20 °C si se realiza la rRT-PCR en las proximas 24 horas.

Figura No.10 RT-PCR en tiempo real (rRT-PCR)

3
g
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Fuente: Grupo de Virologia — SRNL
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PRECAUCION: La manipulaciéon de los diferentes componentes de la mezcla de
reaccion, tubos, puntas y demas, deben ser realizadas utilizando guantes de nitrilo
o latex EXCENTOS DE TALCO y debe ser realizada en un ambiente limpio (cabina
de flujo laminar) en donde no se haya procesado previamente material biolégico que
pueda ser fuente de contaminacion de los reactivos.

La técnica de rRT-PCR es muy sensible y podria mostrar amplificacion ante
cualquier contacto con agente contaminante, debido a la presencia de nucleasas
fluorogénicas &’, se deben tomar precauciones especiales para evitar
amplificaciones de falsos positivos. La calidad de la muestra clinica es de gran
importancia para la prueba, por tal motivo debe conservar la cadena de frio y ser
enviada dentro del tiempo estipulado. Virus de muestras clinicas que infectan
células epiteliales son muy labiles y pueden ser facilmente dafiadas por manejo
inapropiado o por almacenamiento prolongado antes de ser procesadas.

Los analistas deben estar entrenados y familiarizados con los procedimientos de
muestreo y la interpretacion de los resultados previo a la realizacion de la prueba.
Un resultado falso negativo puede ocurrir si existe una cantidad inadecuada de
organismos presentes en la muestra debido a una recoleccién, manejo o transporte
inapropiados. También puede ocurrir si hay un exceso de plantilla de DNA/RNA en
la reaccion.

1.1.252.5.4 Ensayos virologicos asociados a la vigilancia por laboratorio del
virus de la influenzay otros virus respiratorios

En los casos de Enfermedad Similar a Influenza - ESI 6 casos de Infeccion
Respiratoria Aguda Grave — IRAG: seran procesadas para diagnéstico de Influenza
y otros virus respiratorios, por la técnica de inmunofluorescencia y/o rRT-PCR en
los respectivos laboratorios de salud publica departamentales o distrital (LSP),
segun su capacidad diagnostica, cumpliendo con las indicaciones en cuanto a
recoleccion, conservacion y transporte de muestras establecidas a nivel nacional.
Las muestras respiratorias que no cumplan con los criterios referenciados en este
numeral NO seran procesadas por el INS, ver diagramas de procesos, figuras No.
11y 12.

Se debe remitir de inmediato las muestras con resultado positivo para influenza tipo
Ay B por IFI al LSP capacitado para PCR o al INS, con el fin de realizar la debida
subtipificacion del virus de Influenza tipo A y confirmacion influenza B.
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La muestras con resultado positivo para Influenza A que no se puedan subtipificar,
es decir, que no correspondan A (HIN1) pdmQ9, deben enviarse de inmediato al
INS para realizar la debida subtipificacion del virus de influenza,

Para los casos de IRAG inusitado o mortalidades: se debe realizar rRT-PCR para
influenza tipo A y B, asi como el diferencial con otros virus respiratorios, ensayos
que se realizaran en el laboratorio de Virologia del INS, el cual actia como
laboratorio nacional de referencia y centro colaborador de la red mundial de
influenza de OMS.

3. CONTROL DE CALIDAD
1.1.26 3.1 Control de Calidad Indirecto

Para el programa de evaluacion externa del desempefio indirecto (PEEDI); los
laboratorios que realizan inmunofluorescencia indirecta para la identificar virus
respiratorios y rRT-PCR para identificar virus de la Influenza A y otros virus
respiratorios, deben remitir la primera semana de cada mes al Laboratorio Nacional
de Referencia INS, el control de calidad indirecto y envié en medio electrénico del
consolidado de las muestras procesadas en los formatos establecidos y los criterios
indicados segun ensayo;

1.1.27 3.1.1 Ensayo de Inmunofluorescencia

e Envio mensual al INS del 100% de laminas de casos positivos y del 10% de
laminas de casos negativos.

e Envid mensual al INS del 100% de las muestras positivas con sus respectivas
fichas epidemioldgicas y el consolidado de muestras procesadas en el mes
en la plantilla recomendada por el INS.

e Enviar cada 15 dias el consolidado de las muestras procesadas por semana
epidemioldgica (formato del INS); esto es solo para los departamentos que
realizan IFI.

1.1.28 3.1.2 Ensayo de PCR

e Envi6 mensual del 100% de muestras positivas y el 10% de muestras
negativas. La muestra a enviar al INS tanto para muestras positivas como
negativas, es el extracto de RNA, junto con las muestras originales (negativas
y/o positivas), acompafada de la respectiva ficha de notificacion.
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e Envié mensual al INS del consolidado de muestras procesadas en la plantilla
de base de datos recomendada por el INS.

Nota: El INS podria no procesar las muestras que excedan los porcentajes
estipulados en el presente numeral.

1.1.29 3.2 Control de calidad directo

Para el Programa de evaluacion externa del desemperio directa — PEEDD; se envia
una vez al aflo 10 muestras bioldgicas liofilizadas, para evaluar el desempefio de
los Laboratorios de Salud Publica participantes en cuanto a la deteccion del virus
de la Influenza A y otros Virus Respiratorios, mediante la técnica de RT—PCR.

4. VIGILANCIA POR LABORATORIO DEL VIRUS DE LA INFLUENZA Y OTROS
VIRUS RESPIRATORIOS

La vigilancia del virus de la influenza y otros virus respiratorios, consiste en detectar
e identificar la circulaciéon a nivel de pais y a nivel regional, con el fin establecer
factores de riesgo y vulnerabilidad de la poblacion que permita orientar las acciones
de promocion prevencion y control.

El andlisis de informacién resultante de la vigilancia permitir4 contar con indicadores
los cuales se publican a través de boletines regionales para uso por parte de la
comunicad cientifica, médica, académica y administrativa los del sistema de salud
y el publico en general.

5. ESTRUCTURA Y FUNCIONES DE LA RED NACIONAL DE LABORATORIOS
PARA LA VIGILANCIA POR LABORATORIO DEL VIRUS DE LA INFLUENZA'Y
OTROS VIRUS RESPIRATORIOS

1.1.305.1 Laboratorio Nacional de Referencia (LNR):

v" Procesar las muestras de laboratorios con centinelas ESI/IRAG sin
capacidad diagnéstica

v' Procesar las Muestras de IRAGI, mortalidades (tejidos)

v" Realizar el control de calidad indirecto de PCR mensual

v' Realizar lectura de control de calidad indirecto de IFI mensual
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AN

AN

Preparala EDD: 1 vez al afio (septiembre) para los LSP con capacidad
de RT-PCR el MTV, en lo posible da sostenibilidad de reactivos a los
LSP para IFl y biologia molecular

Participa en el panel de Evaluacion del desempefio del CDC y de
WHO (1 vez afio)

Capacita / brinda asistencia técnica en el diagndstico por laboratorio a
los LSP

Participa en proyectos internos y externos (nacional o internacional)
Enviar a CDC de Atlanta para formulaciéon de la vacuna (febrero-
agosto) — evaluacion.

Enviar al CDC las muestras no subtipificables

Apoyar a los LSPD con insumos y reactivos necesarios para sostener
la vigilancia por laboratorio

Emitir el resultado (informe virologico) dentro del tiempo determinado
segun los indicadores, cumplir con las actividades del NIC (Centro
nacional de Influenza), realizar informe del control de calidad indirecto,
asi como elaborar el respectivo envié del PEEDD.

Otras funciones:

v

técnica al Ministerio de Salud y Proteccion Social para la formulacion
de politicas y lineamientos del evento.

Elaborar informes,

v
v
v

AN

Brindar asesoria guias y documentos técnicos cientificos.

Definir las técnicas de confirmacion en los laboratorios.

Difundir los lineamientos de remision, transporte, conservacion de las
muestras y de los aislamientos.

Realizar la estandarizacion y/o validacion de las metodologias
diagnosticas para su implementacién en el pais.

Capacitar a los profesionales de la Red de Laboratorios.

Participar en programas Interlaboratorios internacionales o de
ensayos de aptitud.

1.1.315.2 Funciones del Laboratorio de Salud Publica (LSP)

v
v

v

Adoptar las politicas nacionales de la RNL.

Monitorear la red de hospitales y clinicas que realizan la vigilancia de
IRA y verificar los estandares de calidad.

Participar en las evaluaciones externas del desempefio.
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1.1.32

Realizar evaluaciones de desempefio a los laboratorios de su red de
laboratorios.

Realizar la identificacion viral de influenza y otros virus respiratorios
de acuerdo a la capacidad diagnostica de su laboratorio a todas las
muestras procedentes de la vigilancia de IRA

Asegurar todos los insumos y reactivos para la recoleccion de
muestras respiratoria y procesamiento

de las muestras

Asegurar la vigilancia de las diferentes estrategias de la vigilancia de
IRA

Capacitar a la red de laboratorios en la toma, diagnéstico,
interpretacion de las pruebas y envio de muestras nasofaringeas para
diagndstico de influenza y otros virus respiratorios.

Informar a los epidemidlogos y los casos confirmados por el
laboratorio.

Garantizar la vigilancia de IRA en su departamento, corroborar que las
muestras estén correctamente embaladas para su envié al INS-Grupo
de Virologia, procesar correctamente las muestras ya sea para IFl o
rRT-PCR. Solo los laboratorios con capacidad diagndstica deben
cumplir con el respectivo envié mensual del control de calidad indirecto
(IFI/rRT-PCR).

1.1.335.3 Funciones de los laboratorios publicos y privados o referentes para
el evento en el nivel municipal y/o local

v

v

Informar a los laboratorios de salud publica las técnicas de diagndstico
gue realizan en sus laboratorios IRA.

Asegurar todos los insumos y reactivos para la recoleccién de
muestras respiratoria

Asegurar la vigilancia de las diferentes estrategias de la vigilancia de
IRA

Realizar la remision de muestras con la documentacion establecida
para la vigilancia del evento).

Informar a los epidemidlogos y al LSP de los casos confirmados por el
laboratorio.

Las UPGD centinelas seleccionadas para la vigilancia de ESI e IRAG
respectivamente, son

Responsables de recolectar muestras de manera semanal, captar
correctamente el caso de ESI-/IRAG, IRAG y Mortalidades.
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v' Embalar correctamente las muestras y anexar toda la documentacion
requerida para el envio de las mismas.

Figura No. 11. LSP que hacen deteccion del virus de la influenza y otros virus
respiratorios solamente por IFI

Verificar cumplimiento de definicion de
caso de ESI e IRAG (menor a 7 dias

desce toma de muestra)
Una alicuota para el alicuota2: guardara-70°C
Procesamiento por la técnica IFI parasu envio al INS
. | I
Nea Positivo para ofros virus respiratorios | | Postivo para
2 (VSR,AdV.PIVtipo1,2y3) || InfluenzaA o B

Informar y enviar al
’ INS / LSP con RT-PCR

INMEDIATAMENTE para realizar.

Participacionenel control de calidad
indirecto mensual enviando el 100% Confirmacion de Influenza
de casos positivos y el 10% de las AyB.
negativas Subtipificacion:
« HIN1 pdm09
+H3
Informar semanalmente al

INS: (Labata interno)

Fuente: Grupo de Virologia — SRNL
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Figura No. 12: LSP que hacen deteccion del virus de la influenza y otros virus
respiratorios por Real -Time RT-PCR

Verificar cumplimiento de definicion de
casode ESI e IRAG

Opciont Opion 2

Separar 2 alicuotas Separar 2 alicuotas
‘ | |
 RT-PCRred time pars Apartir de 140uL: Extraccion Guardara
influenza A (protocolo CDC) de acido nucleico .

| I

I RT-PCRreal time para
’ influenza A (protocolo COC
Posit Muestras con <7 dias TR froncs L
ositivo Negativo |- entreinicio de sintomas y / \
fecha de recoleccion dela
mx, procesamiento por IFl Positivo Negativo
N pdm09 |
*H3
iSubtipificar: (HINT! RT-PCR real time para
| pdm0g,H3 3 OVR{protacolo COC)
Enviaral INS los Flu A PSH'C'?’ZFZU 9(;‘00ﬂ§r0|
tosuliales i N
‘NMEDlATAMENT,E 100% de casos positivos Enviar al INS los Flu A no
para su ponﬂrmauon y subtipificables INMEDIATAMENTE Patticipar en el control de
sUbtipificacion para su confimacidn y calidad indirecto mensdl
subtipificacion enviando el 100% de
£as0s postivos

Fuente: Grupo de Virologia — SRNL
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