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OBJETIVOS DE LA GUIA

Trazar lineamientos técnicos y operativos de la vigilancia por laboratorio del evento paralisis flacida
aguda en menores de 15 afios con diagnéstico probable de poliomielitis por poliovirus salvaje, derivado
de vacuna o asociado a vacuna oral de polio.

Precisar la organizacién de la red nacional de laboratorios para la vigilancia de la paralisis flacida aguda,
asi como describir las funciones en cada uno de los niveles.

Describir los procesos de obtencién, transporte y conservacion de las muestras para la vigilancia del
evento.

Detallar los fundamentos técnico-cientificos de los ensayos de laboratorio implementados en la vigilancia
de la pardlisis flacida aguda.

ALCANCE

La presente guia aplica la pardlisis flacida aguda en menores de 15 afios como estrategia para la
erradicacidn del poliovirus, agente causal de la poliomielitis.
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DEFINICIONES, SIGLAS, ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

e Pardlisis flacida aguda - PFA: Pérdida de movimientos voluntarios con debilidad
muscular que se instala en un tiempo menor a 10 dias.

e Poliomielitis: Es una enfermedad viral febril aguda, cuyo patégeno afecta preferentemente
las regiones de la médula espinal que controlan los movimientos. Esto puede producir, en
algunos casos desfavorables, pardlisis y muerte.

e Poliovirus: Virus humano del género Enterovirus humanos del grupo C, de la familia

Picornaviridae y agente causante de la poliomielitis. Es un pequefio virus ARN de cadena

lineal simple en sentido positivo, con un tamafio cercano a 30 nm de diametro y

aproximadamente 7500 nucleétidos.

SDS: Secretaria Departamental de Salud.

PV: Poliovirus

VDPV: Virus derivado de vacuna de poliovirus.

VDVP-2: Poliovirus derivado de vacuna oral de polio tipo 2

VIP: Vacuna inactivada (virus muerto) de poliovirus.

VOP: Vacuna oral (virus vivo atenuado) de poliovirus

VOP3: Vacuna oral de polio tres dosis

IPS: Institucion prestadora de servicios de salud

LDSP: Laboratorio departamental de Salud Publica

LNR: Laboratorio Nacional de Referencia

Células RD: Células derivadas de Rabdomiosarcoma humano, que expresan receptores

celulares que permiten la internacion de diferentes virus, entre ellos el virus polio.

e Células L20B: Células de ratén genéticamente modificadas para expresar el receptor
humano CD155.

e ENP: Enterovirus no polio

e VNE: Virus no enterovirus

e WPV-1 poliovirus salvaje tipo 1
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1. GENERALIDADES

La poliomielitis o polio paralitica, es una enfermedad viral causada por cualquiera de los tres serotipos de
virus polio y que pueden afectar la médula espinal causando debilidad muscular y paralisis flacida. La
poliomielitis es mas probable que ocurra en nifios de 4 a 15 afios, pero puede ocurrir en adultos no
vacunados. Es una enfermedad muy infecciosa y en su forma aguda causa inflamacién en las neuronas
motoras de la médula espinal y del cerebro, lleva a la paralisis, atrofia muscular y muy a menudo
deformidad. En el peor de los casos puede causar paralisis permanente o la muerte al paralizarse el
diafragma.

El 14 de mayo de 1985, el director de la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) propuso como
meta la erradicacion del poliovirus salvaje en las Américas. En septiembre de 1985, en la XXXI Reunion
del Consejo Directivo de la OPS, los Gobiernos Miembros aprobaron por unanimidad la resoluciéon en la
gue se establece ese objetivo. En 1994 y luego de tres afios no deteccidn de poliovirus en las Américas
gracias a la vigilancia intensiva realizada por mas de 21 000 centros de salud que presentaban informes
semanales, y a la investigacion de mas de 3800 casos probables de poliomielitis, se declaré a la Regién
de las Américas libre de virus salvaje de polio.

Por otra parte, la campafia de erradicacion fortalecié notablemente los servicios de vacunacion de otras
enfermedades prevenibles incluidas en el Programa Ampliado de Inmunizacion (PAI). Para lograr la
erradicacion, diversos organismos publicos y privados unieron sus esfuerzos a los de la OPS, entre ellos
el Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia (UNICEF), el Banco Interamericano de Desarrollo (BID),
la Agencia de los Estados Unidos para el Desarrollo Internacional (USAID), los Centros para el Control y
la Prevencién de Enfermedades de los Estados Unidos (CDC), la Asociacién Canadiense para la Salud
Publica (CPHA) y el Club Rotario Internacional (1).

1.1 Agente etiolégico

El virus polio pertenece a la familia Picornaviridae, grupo enterovirus. Es un virus ARN de una sola hebra,
de polaridad positiva de aproximadamente 7500 pb. En su extremo 5’ se une la proteina viral (VPg) y su
capside esta conformada por cuatro proteinas virales VP1, VP2 y VP3 ancladas a una cuarta proteina
VP4, localizada en la cara interna de la cpside viral (Figura 1). No posee envoltura lipidica, es un virus
desnudo por lo que es relativamente resistente a los cambios ambientales de temperatura y pH. Su ARN
se comporta como ARN mensajero que se traduce en una poliproteina que es clivada en varias proteinas
importantes en la replicacién viral.

Figura 1. Estructura del virus polio. Tomado de:
https://sites.google.com/site/infomedesm/_/rsrc/1368471837185/virus-de-la-poliomilits/clasificacion-y-
estructura/estructura%20polio.jpg
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Existen tres tipos antigénicos del poliovirus: 1, 2 y 3; los tres pueden provocar paralisis, pero el tipo 1 lo
hace con mayor frecuencia, el tipo 3 en menor medida y el tipo 2 (erradicado del mundo desde 1999) lo
producia rara vez, sin embargo, es el mas inestable genéticamente. La mayoria de las epidemias se
deben al poliovirus de tipo 1. Los casos relacionados con la vacuna, que contiene los tres tipos de virus,
generalmente son producidos por los tipos 2 6 3 y los casos por virus derivado de vacuna oral de polio
(VDVP) han sido causados principalmente por poliovirus 1 y 2 aunque 3 también puede derivar en este
tipo de virus (2, 3, 4).

1.2 Epidemiologia de la Enfermedad

La poliomielitis (del griego moAid¢, poliés: gris y de pueAdg, myelds: medula espinal) es una enfermedad
infecciosa que afecta principalmente al sistema nervioso central. La enfermedad es producida por el virus
polio siendo la enfermedad mas frecuente en nifios de 4 a 15 afos, susceptibles a la infeccién es decir
nifios no vacunados o inmunocomprometidos. El virus se transmite de persona a persona a través de
secreciones respiratorias o por la ruta fecal-oral, la excrecién de particulas virales puede estar cercana a
1 X 10'/g de heces hacia la segunda semana de la primo-infecciéon con el virus. La mayoria de las
infecciones son asintométicas (menos del 1% de las infecciones presenta sintomas). La via fecal-oral es
muy comun en los paises en desarrollo, donde el saneamiento es deficiente, mientras que la transmision
orofaringea es frecuente en las naciones industrializadas y también durante los brotes. Una semana
después del inicio de la enfermedad quedan pocos virus en la garganta; sin embargo, continlan
excretandose en las heces durante seis a ocho semanas. Los casos probablemente son mas infecciosos
en los primeros dias antes y después del inicio de los sintomas. (3, 4, 5, 7, 8, 9).

1.3 Reservorio del agente viral.

El ser humano es el Unico reservorio; debido al gran nimero de infecciones subclinicas, a veces resulta
dificil encontrar la fuente de un caso. No se ha demostrado que existan portadores a largo plazo, excepto
en las raras circunstancias en que el virus ha sido aislado en forma repetida y por largos periodos en
personas inmunodeficientes. Aunque no ha habido evidencia de que a partir de estos casos generen
brotes, no se puede descartar esta posibilidad por la alta tasa de mutacién de estos virus entre cepas
homologas, heterdlogas y con otros enterovirus. (4,5, 7, 8, 9).

1.4 Incubacioén.

En promedio, el periodo de incubacion desde el momento de la exposicion al virus hasta la aparicion de
paralisis, es de siete a 21 dias (con un minimo de cuatro dias y un maximo de 40). El poliovirus es
demostrable en las secreciones faringeas después de 36 horas de la exposicién a la infeccién y en las
heces después de 72 horas, tanto en los casos clinicos como en los asintomaticos. A la enfermedad
inicial le siguen algunos dias relativamente asintomaticos, que son previos a la paralisis. (3, 4, 5, 7, 8, 9).

1.5 Inmunidad.

Toda persona no inmunizada es susceptible de contraer la poliomielitis. Las pruebas epidemiolégicas
demuestran que los recién nacidos de madres con anticuerpos estan protegidos en forma natural contra
la enfermedad paralitica durante algunas semanas. La inmunidad se adquiere después de una infeccién
por el virus salvaje o por vacunacion. La inmunidad adquirida por la infeccién natural (que incluye
infecciones subclinicas y leves) o por la serie completa de la vacuna de poliovirus vivo de administracion
oral provoca respuestas tanto humorales como localizadas en las células intestinales. Se estima que esta
inmunidad es vitalicia y que puede bloquear la infeccion por subsiguientes virus salvajes, interrumpiendo
la cadena de transmision. La aplicacion de la vacuna inactivada de poliovirus (VIP) confiere inmunidad
humoral, pero la inmunidad intestinal es relativamente menor. Se cree que la inmunidad cruzada entre
distintos tipos de poliovirus es escasa o nula. (3, 4, 5, 7, 8, 9).
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1.6 Patogénesis

La boca es el punto de entrada comun. El virus se multiplica primero en los ganglios linfaticos de la
faringe y del sistema gastrointestinal, y por lo general esta presente en la faringe y en las heces antes del
inicio de la enfermedad paralitica. Una vez en el interior del organismo, el virus penetra en el tejido
linfoide local, ingresa al torrente sanguineo y puede invadir ciertos tipos de células nerviosas, en cuyo
interior se multiplica, dafiandolas o destruyéndolas por completo. Muchos individuos infectados por el
poliovirus salvaje presentan enfermedades leves que no pueden distinguirse clinicamente de
padecimientos asociados a otras causas. Los sintomas relacionados con estas enfermedades son fiebre
leve, dolores musculares, cefalea, nauseas, vomitos, rigidez del cuello y de la espalda y, con menor
frecuencia, signos de meningitis aséptica-no bacteriana (Figura 2).

Cuando se produce paralisis por poliomielitis se pueden presentar las siguientes caracteristicas: flacidez
(los musculos no presentan rigidez ni espasmos), dificultad para permanecer de pie y caminar, preceden
comunmente sintomas de una enfermedad leve, como dolor de garganta, cefalea, dolor de espalda,
fiebre, vomitos, etc.; se presenta muy pronto, por lo general en menos de cuatro dias, su inicio
regularmente va acompafiado de fiebre, la mayoria de los pacientes experimenta escasa o0 nula pérdida
sensorial por ejemplo, si siente un pinchazo (este signo puede ser dificil de determinar en los nifios), por
lo comun, las piernas se ven mas afectadas que los brazos y los grupos de musculos grandes corren mas
riesgo que los pequefios; los masculos proximales de las extremidades tienden a sufrir mas dafio que los
distales; es generalmente asimétrica (aunque puede producirse pardlisis de cualquier combinacion de
extremidades) lo mas comun es que se vea afectada solo una pierna y, con menor frecuencia, un brazo
Unicamente, la cuadriplejia es rara en los lactantes, las secuelas suelen persistir mas de 60 dias después
del inicio de sintomas. (3, 4, 5, 7, 8, 9).

PATOGENESIS Dias desde 1a exposicion
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Fuentz: Horstmann DM. Clinical aspects of acute poliomyelitis American Journal of Medicine, 6{5): 598. Derachas de autor {1949), con la autorizacion de Excerpta Medics, Inc

Figura 2. Patogénesis y evolucion clinica de la Poliomielitis aguda
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1.7 Diagnéstico diferencial

Es necesario investigar todos los casos de PFA en menores de 15 afios que no se deban evidentemente
a traumatismos graves. Si hay una firme presuncion de poliomielitis en personas mayores de 15 afios,
estos casos también deberan investigarse en forma exhaustiva. Es dificil confirmar la poliomielitis
paralitica en la fase aguda sobre la base de los signos y sintomas clinicos solamente, ya que muchas
otras enfermedades y trastornos pueden causar sintomas similares. Por lo tanto, la confirmacién del
laboratorio es indispensable para el diagnéstico definitivo. Las dos enfermedades que se confunden mas
a menudo con poliomielitis son el sindrome de Guillain-Barré (SGB) y la mielitis transversa (3, 9, 15).

Otras afecciones que podrian presentar sintomas similares a los de la poliomielitis paralitica son la
neuritis traumatica, ciertos tumores y con menos frecuencia, la meningitis/encefalitis y las
enfermedades producidas por diversas toxinas. La diferencia mas importante entre la poliomielitis y las
demas causas de PFA es que en la primera las secuelas paraliticas suelen ser graves y permanentes,
mientras que en las demas causas la PFA tiende a resolverse o mejorar 60 dias después de iniciada.
La Unica neuropatia periférica que es pertinente para los diagndsticos diferenciales de la poliomielitis
es la que se produce como efecto secundario de la ingestion de Karwinskia calderonii o Humboldtiana,
baya venenosa que se encuentra en algunas zonas de México y América Central en ciertas estaciones
del afio. La mortalidad puede llegar al 20% de los casos si no se brinda adecuado respaldo
respiratorio. Otras neuropatias periféricas de la nifiez, como la metabdlica (diabética), la téxica
(solventes de plomo y lipidos) o hereditarias (Charcot-Marie-Tooth) carecen de importancia a los
efectos del diagnéstico diferencial de la poliomielitis, pues todas ellas siguen una trayectoria crénica
(3,4,9).

1.8 Antecedentes e importancia de la vigilancia del evento

Campafa de Erradicacion mundial del poliovirus salvaje

En mayo de 1988, la 412 Asamblea Mundial de la Salud comprometio los estados miembros de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para que tomaran la iniciativa de la erradicacion mundial de la
poliomielitis para el afio 2000 (resolucion WHA41.28). La resoluciéon especificaba que esta iniciativa
deberia perseguir el fortalecimiento del Programa Ampliado de Inmunizacién (PAIl). En 1989, la 42°
asamblea de la OMS aprobé un plan general de accién para la Erradicacién Mundial de la Poliomielitis,
teniendo como estrategias la vacunacién con vacuna oral de polio (VOP3) de todos los menores de cinco
afios, la deteccion de virus en muestras de materia fecal de todos los casos con Paralisis Flacida Aguda
(PFA) en menores de 15 afios y la blsqueda activa e investigacion de casos de PFA tanto en
instituciones hospitalarias como en comunidad (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9).

La campafia mundial para erradicar la poliomielitis es la iniciativa de salud publica mas grande en la
historia con un extraordinario progreso alcanzando en 1998 la reduccion del 99% de los casos en solo
10 afios. En 1988, esta enfermedad existia en mas de 125 paises de los cinco continentes y mas de
350.000 nifios quedaron paralizados en ese afio. En 1994 se certificd la desaparicién del poliovirus
salvaje de la regién de las Américas, pero en 2000-2001, se presenté un brote en Haiti y Republica
Dominicana, causado por poliovirus tipo 2 derivado de vacuna, controlado por aumento en las
coberturas de VOP3 en los dos paises (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9).

A finales de 2002, mas de 180 paises y territorios estaban libres de poliomielitis, el nUmero de paises
afectados por la poliomielitis se habia reducido a siete, eliminandose de tres continentes: americano,
pacifico occidental y europeo, confirmandose 1900 casos. En mayo de 2013 se notific6 un brote en
Somalia que a diciembre habia causado paralisis de 194 nifios y 62 casos en tres paises del Cuerno de
Africa (Somalia, Kenia y Etiopia). Todos los casos fueron causados por poliovirus salvaje tipo 1 (WPV-1).
En 2014, se notificaron 359 casos de WPV-1 en nueve paises del mundo y 160 muestras ambientales
fueron también positivas para WPV-1. Aunque los casos reportados de poliovirus salvaje aumentaron en
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Pakistan y Afganistan, los casos en Nigeria disminuyeron sustancialmente en 2014 y se produjo un
progreso alentador hacia la interrupcién de la transmision de poliovirus salvaje en el mundo.

En el 2015, 74 casos de poliovirus salvaje fueron reportados en dos paises (Afganistan y Pakistan), una
disminucién de 79% con respecto a los reportados en 2014 en nueve paises y 37 casos fueron
reportados en 2016. En este mismo afio, Nigeria notifico 4 casos de PFA y nuevamente adquiri6 el
estatus de pais endémico que no habia tenido durante el 2015 y septiembre de 2016. En 2017, ocho
casos de la poliomielitis paralitica por polio tipo 1 (WPV-1) se presentaron en Pakistan, en comparacion
con 20 en 2016. En Afganistan, se reportaron 14 casos, en comparacion con 13 en 2016. En 2018 se
notificaron 15 acasos de WPV-1 de PFA, 12 de ellos en Pakistan y 3 en Afganistan, lo que contrasta con
el numero de casos ya en 2019, 73 en total, 58 detectados en Pakistan y 15 en Afganistan. En 2018 la
vigilancia ambiental identifico 224 muestras positivas para WPV-1 mientras que ya se han identificado 221
en 2019, cerca del 87% detectadas en Pakistan. Actualmente hay circulacion endémica del virus salvaje
en tres paises: Afganistan, Pakistan y Nigeria. Afganistan y Pakistan continuaron siendo tratados como un
solo blogue epidemioldgico. Ver resumen de casos de poliovirus salvaje en el mundo en Figura 3.
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Figura 3. Circulacién mundial de Polio salvaje, 2014- 2019. Tomado de:
http://polioeradication.org/wp-content/uploads/2016/08/weekly-polio-global-update-03Sep19.pdf
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Ademas del poliovirus salvaje como agente causante de enfermedad paralitica, se ha registrado un
importante nimero de casos asociados a vacuna oral de polio tipo Sabin (VOP) — casos de origen
postvacunal, causados generalmente por los tipos 2 6 3, en menor frecuencia por PV-1 asociados
generalmente a las dos primeras dosis de VOP, pero también a la tercera e inclusive a individuos
contactos de vacunados (3, 4, 9, 12).

Un tercer tipo de poliovirus son los poliovirus derivado de la vacuna tipo Sabin o VPDV, que han causado
brotes en Egipto, Filipinas, Haiti, Madagascar, Republica Dominicana, India, China, Nigeria, Pakistan,
entre otros. Estos virus han mutado en mas de 1% respecto de la cepa original Sabin para los tipos 1y 3
y >0,6% para polio tipo 2, revirtiendo su neurovirulencia. Se conocen tres tipos de poliovirus derivados de
la vacuna: el iVDPV (i de inmunocomprometido), aislado en personas con deficiencia inmunitaria, el
cVDPV (c de circulante en comunidad), que ha sido aislado en brotes y ha mostrado tener las mismas
caracteristicas epidemiolégicas y biolégicas de los virus salvajes y al aVDPV (ambiente o ambiguo)
encontrado en muestras ambientales y en casos inmunocompetentes sin casos de PFA en la comunidad.
Sorprendentemente en septiembre 19 de 2019, Filipinas notific6 dos casos de PFA por VDPV-2,
igualmente identific6 cuatro muestras ambientales por VDPV-1 y dos por VDPV-2, eventos ocurridos por
las bajas coberturas de vacunacion de los Ultimos dos afios en el pais. Debido a la alta inestabilidad
genética del poliovirus tipio 2, la gran mayoria de cepas VDPV detectadas en el mundo, corresponde a
este serotipo. Ver comportamiento de la circulacion de cepas de VDPV en Figura 4.
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Figura 4. Circulacién de Polio virus derivado de vacuna tipo 1, 2, y 3, 2000- 2019. Tomado de:
http://polioeradication.org/polio-today/polio-now/this-week/circulating-vaccine-derived-poliovirus/
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2. DIAGNOSTICO POR LABORATORIO

2.1 Papel del Laboratorio en la eliminacion y erradicacién del poliovirus

Dado que algunas otras patologias pueden mostrar sintomas neurolégicos idénticos a los causados por
virus polio y algunos agentes diferentes a poliovirus pueden también causar pardlisis flacida aguda, el
laboratorio ha sido y es crucial para garantizar que la iniciativa cumpla con sus objetivos. La mayoria de
las infecciones por poliovirus son asintomaticas, con sintomas clinicos que se observan en sélo 0,1 a 1%
de las infecciones, razén por la cual, es esencial el estudio virolégico y sistematico de todos los casos de
PFA notificados, un solo caso positivo de poliovirus salvaje perdido, puede significar que un millar de
infecciones se han perdido también. En paises como Colombia, donde la transmision del poliovirus
salvaje ces6 desde comienzos de los afios 90s, el papel del laboratorio es proporcionar informacion
oportuna y precisa sobre los poliovirus salvajes importados de paises donde la poliomielitis sigue siendo
endémica, los casos de PFA asociados a vacuna y la identificacién inmediata de cepas neurovirulentas
derivadas de vacuna oral (VDPV) y poner a disposicion pruebas virolégicas que permitan la identificacion
oportuna y confiable de los diferentes virus de polio. En todo caso, el laboratorio debe trabajar en
estrecha colaboracién con el equipo nacional de vigilancia, respondiendo a sus necesidades de
informacion precisa y oportuna para el diagnéstico por laboratorio de los casos probables de polio (15).

2.2 Tipos de muestras, recoleccion y transporte

El aislamiento e identificacion de cualquier serotipo de poliovirus salvaje o de una cepa neurovirulenta
derivada de vacuna a partir de las heces del caso o de sus contactos (cuando haya sido necesario
recolectarlos), es el criterio Unico para la confirmacién de casos. Las muestras deben ser recolectadas
dentro de los primeros 14 dias luego del inicio de la paralisis, utilizando envases plasticos con tapa ancha
de rosca y cierre hermético. La cantidad requerida es de 4-5 gramos (tamafio del dedo gordo) y remitidas
al nivel central, INS, dentro de los 4 dias siguientes a la recoleccién. Si no es posible enviarlas el mismo
dia, deberan ser refrigeradas por un tiempo no mayor a 48 horas (2 - 8° C), de lo contrario deben ser
congeladas a -20° C. Se debe asegurar cadena de frio desde la toma hasta la llegada al INS, no seran
procesadas muestras que lleguen con > 8° C pues no se ha asegurado su viabilidad.

Para el diagnostico por laboratorio de la poliomielitis solo se procesaran muestras fecales; las
muestras de escobillado faringeo o rectal y LCR no son aptas para este ensayo. Sin embargo, todos los
casos deberan tener un estudio citoquimico completo de LCR y los resultados deberan estar consignados
en la historia clinica allegada al laboratorio. La deteccion de anticuerpos antipolio no tiene ningun valor
diagnostico, por tanto, no se recomienda la toma de suero de manera rutinaria (3, 9,15). Si el paciente ha
fallecido, se deben hacer cortes de cerebro, cerebelo, cuerpo calloso, medula e intestino, ponerlas en
solucién salina estéril identificando el tipo de tejido y remitirlas al INS para el estudio viral. Estas se
manejan en condiciones de temperatura idénticas a las muestras de heces. Adicionalmente, se debe
también remitir cortes en solucién tamponada de formol al 10% para el estudio histopatol6gico, estos
Ultimos no beben ser congelados en ningln momento (3, 9).

2.3 Documentos requeridos para el envio de muestras al INS

Las muestras deben ser remitidas al INS acompafiada de un oficio de remision, resumen de historia
clinica del paciente y ficha de notificacion del evento y con todos los campos diligenciados, especialmente
fechas de inicio de paralisis, de recoleccion de muestra y de envio al INS.
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2.4 Bioseguridad en el laboratorio

Toda muestra biolégica debe ser embalada y transportada segin normas IATA: Sustancia biolégica,
Categoria B, UN 3373. Debe estar identificada de manera inequivoca, escrita en forma clara y en tinta
indeleble, con nombre del paciente, tipo de muestra, tipo de analisis y fecha de la recoleccién de la
muestra (16, 17).

2.5 Ensayos de Laboratorio asociados a la vigilancia virolégica del evento

Aislamiento viral en lineras celulares RD y L20B: Este método de ensayo consiste en la inoculacion de las
muestras de materia fecal en células RD y L20B las cuales son sensibles a la infeccion por enterovirus
(EV) y especialmente las células L20B han sido modificadas para la expresion del receptor humano del
poliovirus en células epiteliales: CD155. La deteccién de crecimiento de virus se evalGa por presencia de
efecto citopatico — ECP. Entre el 85%-93% de las muestras procesadas no exhiben ECP luego de 10 dias
cultivo en células. Aquellas muestras que exhiben ECP en ambas lineas celulares, deben ser procesadas
para caracterizacion intratipica de virus polio y tamizaje de virus derivado de vacuna (VDPV) por RT-PCR
en tiempo real. Aproximadamente el 90% de los aislamientos obtenidos corresponde a enterovirus
humanos no polio (ENP) y para efectos del programa de polio, NO es de interés la identificacién del
serotipo de los ENP aislados.

Identificacién de cepas de Polio: La clasificacion intratipica de cepas de poliovirus y tamizaje de cepas
VDPVs se realiza por RT-PCR en tiempo real. Las muestras con ECP positivos son congelas y
descongeladas con el finde lisar las células para liberar la mayor cantidad de particulas virales posibles,
para posteriormente amplificar por rRT-PCR. En la reaccion de rRT-PCR, el RNA viral es convertido a
DNA complementario (cDNA) mediante una reaccion de transcripcion reversa y el cDNA es amplificado
en una reaccién de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) por la enzima Taqg polimerasa. Los
productos de PCR son detectados e identificados por hibridizacién con una sonda tipo Tagman®
especifica. Tanto la sintesis de CDN como las reacciones de PCR utilizan sets de primer de
oligonucledtidos (algunos de ellos son primers degenerados) los cuales al igual que las sondas Tagman®
tienen diferentes especificidades. Esta combinacion de primers permitird en la identificacion,
diferenciacion intratipica y tamizaje de VDPV.

Identificacién de Enterovirus Humano: Existen aproximadamente 15 especies de serotipos de EV
diferentes (18). Los EV humanos A, B, C y D y los Rhinovirus humanos A, B, y C afectan de manera
frecuente a los seres humanos, especialmente a niflos menores de un afio y a adultos mayores de 65
afios. La mayoria de estos han sido asociados a patologias que incluyen: poliomielitis (EVH-C), meningitis
aséptica, encefalitis, enfermedad perinatal por enterovirus, miocarditis, pericarditis, pleurodinia,
enfermedad respiratoria, enfermedad febril por enterovirus, exantema viral, enantema, conjuntivitis no
especifica, conjuntivitis hemorragica aguda, uveitis, gastroenteritis, hepatitis, artritis, pancreatitis, infeccién
cronica en pacientes inmuno-comprometidos, infeccién urinaria y orquitis.

Para efectos de apoyo a la investigacién de brotes por enfermedad enteroviral, se procesan muestras de
LCR, lavado ocular, liquido pericardico, tejido de pulmén, higado o cerebro cuando se sospechen cuadros
clinicos cuya etiologia sea enterovirus no polio. En estos casos la identificacion del serotipo tiene interés
epidemiolégico el cual en la mayoria de las veces se realizar4 por secuenciacion de la regién VP1 del
virus.

2.6 Interpretacion de resultados

A. Si una muestra (suspensién fecal, homogenizado de tejido o LCR) inoculada en células
susceptibles a infeccidn por polio/enterovirus, durante 10 dias en monocapas celulares nuevas y
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viables, no exhibe ECP luego de 10 dias de cultivo, se informara: “Aislamiento viral de
polio/enterovirus: NEGATIVO”.

B. Si una muestra (suspension fecal, homogenizado de tejido o LCR) inoculada en células
susceptibles a infeccion por polio/enterovirus, exhibe ECP tipico de virus litico solo en células RD,
en el 99% de los casos correspondera a un enterovirus no polio. Eventualmente un virus no-polio
0 virus no enterovirus, puede crecer en L20B, sin embargo, siempre debera confirmarse como
ENP por RT-PCR o RT-PCR en tiempo real y se informara asi. “SE AISLO ENTEROVIRUS NO
POLIO”, Dependiendo del caso o si se trata de un brote de enfermedad enteroviral, se requiere
caracterizacién viral por RT-PCR con primers especificos 0 secuenciacion parcial de genoma
(regién VP1) del virus y uno de los posibles resultados puede ser: “SE AISLO ECHOVIRUS 30”

C. Siuna muestra (suspension fecal, homogenizado de tejido o LCR) inoculada en células
susceptibles a infeccidon por enterovirus, exhibe ECP tipico de virus litico en ambas lineas
celulares RD y en L20B, requiere identificacion por rRT-PCR y tamizaje para VDPV. Las opciones
de resultados pueden ser:

“SE IDENTIFICO POLIOVIRUS 1 DE TIPO VACUNAL SABIN-LIKE”
“SE IDENTIFICO POLIOVIRUS DERIVADO DE VACUNA TIPO 2 (VDPV- 2)”
“SE AISLO VIRUS NO ENTEROVIRUS”.

2.7 Limitaciones y/o interferencias del ensayo de aislamiento viral de polio/enterovirus.

El éxito del aislamiento viral de polio/enterovirus en células depende de la cepa de virus, de la cantidad de
virus excretado en heces, de la integridad del virus y de su capacidad de multiplicaciéon en las células.
Existe pérdida de particulas virales debido a la proliferacion bacteriana y de hongos por el
almacenamiento prolongado de las muestras durante la fase de envio (mas 5 dias a temperatura no
adecuada > 8 °C). Muestras recolectadas fuera del tiempo de excrecion viral (mas de 14 dias luego de la
presentacion de los sintomas en PFA o mas de 5 dias en otras enfermedades enterovirales como
meningitis) disminuyen la probabilidad de recuperacion viral.

2.8 Causa de rechazo o no procesamiento de las muestras.

Toda muestra bioldgica debe ser embalada y transportada segin normas IATA en triple embalaje, si no
llega en estas condiciones asegurando las normas de bioseguridad y cadena de frio serd rechazada. La
identificacion de la muestra debe ser inequivoca, escrita en forma clara y en tinta indeleble, con nombre
del paciente, tipo de muestra, tipo de analisis y fecha de la recoleccion de la muestra, si hay dudas en el
nombre o niumero de identificacién del paciente, la muestra sera rechazada. Las muestras deberan venir
acompafiadas de un oficio de remision, resumen de historia clinica del paciente y ficha de notificacién del
evento con TODOS los campos diligenciados. Las muestras de materia fecal deberan ser recolectadas
oportunamente (dentro de los primeros 14 dias luego de la paralisis), en cantidad NO menor a 1 gr, en
frascos plasticos, de tapa rosca con cierre hermético y correctamente embaladas. Se vienen en estado de
descomposicién (con hongos, secas), en frascos de vidrio y tapones de caucho, no seran procesadas en
el laboratorio de polio/EV del INS.

2.9 Informe de resultados

Segun los lineamientos internacionales para el programa de vigilancia de pardlisis flacida aguda (PFA), la
emision de los resultados se da dentro de los 14 dias posteriores a la llegada de la muestra al laboratorio
de Polio /EV del INS. Se suman 7 dias calendario cuando el aislamiento viral es positivo y se requieren
ensayos adicionales para su caracterizacion final, sin embargo, al dia 14 de recibida la muestra se debe
informar a cliente (remitente de la muestra para el andlisis) un resultado preliminar, para no perder la
oportunidad de respuesta.
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3. CONTROL DE CALIDAD

Aseguramiento de la calidad: Desde comienzos de la campafia de erradicacion y creacién de la red de
laboratorios de polio, existe un programa de evaluacién externa directa del desempefio - PEEDD de los
laboratorios de la red mundial de polio, liderado por dos laboratorios de referencia, el cual consiste en:

A. Panel anual de proficiencia para aislamiento viral de polio/EV en lineas celulares: se reciben 10
muestras fecales enviadas por el National Institute for Public Health and Environment de Holanda.
Su calificacion minima es 90%, en los ultimos 10 afios el promedio de calificacion del INS ha sido
100%.

B. Panel de proficiencia en la caracterizacién intratipica de virus polio y tamizaje de cepas derivadas
de vacuna — VDPV (por rRT-PCR) enviado anualmente por el Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) de USA. Su calificacion minima es 90%, sin embargo, cada dia es mas
exigente y su tendencia es a aprobar con una calificacién cercana a 100%.

C. Panel de secuenciacion de virus polio: en este panel el INS no patrticipa.

D. Programa Nacional de Evaluacion Externa del Desempefio (PEEI, PEED): No aplica, el
laboratorio de Polio/EV del Grupo de Virologia del INS, pues es el Unico laboratorio que realiza
este diagnostico en el pais.

4. ESTRUCTURA'Y FUNCIONES DE LA RED NACIONAL DE LABORATORIOS PARA LA
VIGILANCIA DEL EVENTO.

4.1 Instituciones Prestadoras de Servicios de Salud (IPS), Laboratorios clinicos del sector publico
y privado.

La busqueda de virus polio en muestras fecales de los casos notificados al sistema de vigilancia
epidemiolégica —Sivigila- se realiza exclusivamente en el Laboratorio Nacional de Referencia - LNR del
INS (laboratorio de polio/EV del grupo de Virologia). Las IPS publicas o privadas de Il o Il nivel captan los
pacientes que se ajustan a la definiciébn de caso de PFA segln el protocolo de vigilancia de Paralisis
Flacida Aguda del pais, recolectan las muestras fecales, diligencian las fichas de natificacion de evento,
notifican al Sivigila y remiten la documentacion y las muestras bioldgicas a su respectivo Laboratorio de
Salud Publica Departamental. En la ciudad de Bogotd, no se requiere enviar estas muestras a la
Secretaria de Salud Distrital (SSD), las IPS pueden enviar directamente las muestras al Laboratorio de
Polio/EV del grupo de Virologia del INS. Los resultados son enviados por correo electronico a los LSPD y
eventualmente a las SSD y al referente de vigilancia del evento del grupo de inmunoprevenibles de la
Direccién de Vigilancia y Andlisis de riesgo en Salud Puablica del INS.

Adicionalmente, el laboratorio de la institucién municipal de salud publico o privado (IPS), de acuerdo a su
complejidad, es responsable de los exdmenes paraclinicos requeridos para el diagnéstico del evento.
Debera remitir al paciente a una IPS de mayor complejidad, si asi lo requiere y proceder a la autorizacién
de examenes de laboratorio (CH, fisicoquimico de LCR, estudio viral de polio/EV) y neurolégicos (EMG,
velocidad de conduccion, RMN, valoracién neuroldgica) para su diagndéstico y seguimiento.

4.2 Funciones del Laboratorios de Salud Publica departamental —LSPD

Los LSPD deben recibir las muestras bioldgicas provenientes de las IPS y remitirlas dentro de los cuatro
dias siguientes al Laboratorio Nacional de Referencia del INS con la informacién y documentacion
requerida en el protocolo de vigilancia de las PFA siguiendo las instrucciones de embalaje de muestras
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infecciosas Clase 6.2 tipo B UN 3373. Ver Manual para obtencion y envio de muestras para analisis de
eventos de interés en salud publica.

4.3 Funciones del laboratorio nacional de referencia (LNR) en el Instituto Nacional de Salud

El Laboratorio de Polio/EV del Grupo de Virologia del INS, es uno de los 46 laboratorios acreditados por
OPS/OMS para la deteccion, identificacion y caracterizacién de virus polio. Dentro de la estrategia de
vigilancia enmarcada para la vigilancia por laboratorio del evento se encuentran;

e Realizar el diagnéstico de las muestras fecales de todos los casos probables de polio reportados
en el sistema de vigilancia (Sivigila).

¢ Implementar las metodologias estandarizadas por los laboratorios internacionales de referencia
segun lineamientos de la Organizacién Panamericana de la Salud -OPS y la Organizacion
Mundial de la Salud -OMS, en apoyo a la campafia de erradicacion de la poliomielitis por
poliovirus salvaje en el mundo.

e Apoyar en el procesamiento de muestras a otros paises de la regién como Ecuador y Costa Rica.

e Remitir al CDC de Atlanta todos los aislamientos de poliovirus salvaje y VDPV, para andlisis
gendmico de con el fin de hacer el rastreo epidemiolégico molecular.

e Asegurar la contencion del material potencialmente infectado con virus polio en los laboratorios
de Colombia.

e Actualizar anualmente el Informe de actividades bajo los lineamientos GAPIIl para la contencion
de virus polio y remitir el informe a la Comisién Nacional para a certificacion de la erradicacion de
polio.

o Ellaboratorio nacional de referencia debe notificar todo aislamiento de poliovirus (PV salvaje, PV-
2 y VDPV) de conformidad con el RSI, ya sea de casos de PFA, contactos o de vigilancia
ambiental, (si aplicara) a la Direccién de vigilancia y control de riesgo del INS y este debera
notificar al CNE del Ministerio de Salud dentro de las 24 horas posteriores a su identificacion.

5. INDICADORES DE EVALUACION DE LA VIGILANCIA DE PFA

Desde 1992 se definieron indicadores para la vigilancia de las paralisis flacidas agudas que evaltan la
gestién epidemiolégica y de laboratorio dentro del Plan de Erradicacién de Poliomielitis por poliovirus
salvaje en el mundo.

5.1 Indicadores Epidemiolégicos

Deben cumplirse por lo menos en un 80% para poder asegurar la certificacion de erradicacién de
poliovirus salvaje y la no circulacidn de cepas neurovirulentas derivadas de vacuna VDPVs. Estos son:

e Porcentaje (%) de muestras recolectadas dentro de los 14 dias luego del inicio de la PFA.

e Porcentaje (%) de Unidades Notificadoras: Mediante la ley 100 de 1993 se convierte a cada
Institucion Prestadora de Salud -IPS, sean publicas o privadas, en unidades notificadoras que
tienen la obligacién de informar el registro positivo 0 negativo de enfermedades de notificacion
obligatoria como la PFA.

e Porcentaje (%) casos investigados dentro de las 48 horas siguientes a su deteccién.

e Tasa de Paralisis Flacida Aguda: este indicador no debe estar por debajo de 1/100.000 menores
de 15 afios.
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5.2 Indicadores de laboratorio

Deben cumplirse por lo menos en un 80% para asegurar la no circulacion de cepas de poliovirus salvaje
y/o cepas neurovirulentas derivadas de vacuna:
o Porcentaje (%) muestras de buena calidad: cantidad 1 a 5 g, temperatura de llegada al INS: 4-
8°C, envase plastico, boca ancha, tapa rosca y cierre hermético.
e Porcentaje (%) de muestras que llegan oportunamente al INS: (< 5 dias luego de la recoleccion).
e Porcentaje (%) de resultados oportunos: <14 dias.
e Control de calidad externo > 90%
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