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INTRODUCCION

Las enfermedades febriles exantematicas (EFES) son un grupo de
padecimientos que comparten signosy sintomas en comun. Estas agrupan la
vigilancia del Sarampion, Rubéola, Exantema Subito, Escarlatina, Erisipela y
Mononucleosis Infecciosa entre otras. La vigilancia sindromatica de estas
enfermedades bajo la denominacion de Enfermedad Febril Exantematica
(EFE) garantiza la oportuna deteccion, notificacion, estudio de caso vy
determinacion por laboratorio de estos padecimientos; principalmente el
Sarampiony la Rubéola, que forman parte de la lista de enfermedades sujetas
a vigilancia epidemiologica en México.

El sarampion es una enfermedad causada por el virus del sarampion
perteneciente a la familia Paramixoviridae del género Morbillivirus, con
genoma RNA monocatenario. Es sumamente contagioso y presenta un
porcentaje de atagque secundario superior al 90% en personas susceptibles. Los
sintomas de inicid son fiebre, tos, secrecion nasal y conjuntivitis, presenta
manchas de Koplik (manchas rojas con halo blanco detras de los molares) y el
exantema maculo papular que inicia en cabeza, se extiende a tronco y
extremidades. Puede ser grave en niNos y causar neumonia, encefalitis vy
muerte. La transmision ocurre por la propagacion de microgotas o contacto
directo con secreciones nasales o faringeas a través del aire cuando una
persona infectada tose o estornuda.

La rubéola es una enfermedad contagiosa causada por un virus con RNA en
su genoma perteneciente a la familia Togaviridae del género Rubivirus. En
NiNos pequenos suele ser leve con sintomas que pueden incluir fiebre baja,
dolor de garganta y un exantema maculopapular que comienza en la caray
se extiende al resto del cuerpo. En los ninos mas grandes y adultos es mas
probable que se presente con dolor de cabeza, conjuntivitisy malestar general
antes de la aparicion del exantema. En algunos casos la enfermedad llega a
ser asintomatica. La complicacion mas grave de la infeccion de rubéola es el
dano que puede causar al producto de la concepcion en las mujeres
embarazadas que no se han vacunado. Entre las complicaciones reportadas
estan el aborto espontaneo (pérdida del producto de la concepcion en las
primeras 23 semanas de gestacion) o presentar graves defectos de nacimiento
como problemas cardiacos, pérdidas de la audicion o vision, discapacidad
intelectual y danos en el higado, el bazo o muerte del recién nacido poco
después de nacer.
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Los defectos de nacimiento graves son mas frecuentes si la mujer contrae
la infeccion en el primer trimestre (las primeras 12 semanas) del embarazo, con
una probabilidad de 1en 5 de presentar problemas con el embarazo.

El sarampion y la rubéola son enfermedades que impactan en la salud
publica por las consecuencias graves que presentan en la poblacion mundial.

Ameérica se convirtio en la primera region del mundo en ser declarada libre
de rubéola y sarampion en 2015 y 2016 respectivamente por un Comité
Internacional de Expertos (CIE), sin embargo, la globalizacion tiene como
consecuencia gue los paises estén en un riesgo permanente de importacion y
reintroduccion del virus en los siguientes anos.

En la 292 Conferencia Sanitaria Panamericana de la Salud (CSP) llevada a
cabo en septiembre de 2017, los ministros de Salud de los paises de la Region
de Ameérica aprobaron “La Estrategia y Plan de accion para la Sostenibilidad
de la Eliminacion del sarampion, rubéola y sindrome de rubéola congénita
(SRC)" para el periodo 2018-2023. El documento tiene como finalidad evitar el
restablecimiento de la transmision endémica del virus de sarampion y la
rubéola en cualquiera de los paises de la Region de América.

En México durante 1989 y 1990 se documentd la uUltima epidemia de
sarampion, registrando 89,163 casos. Esto provoco la intensificacion de las
acciones de prevencion con la aplicacion de vacuna monovalente anti-
sarampion y del control de la enfermedad, lo que permitio la disminucion de
la morbilidad y mortalidad, logrando la eliminacion de la transmision
autoctona en 1996.

En 2001 se identificaron 2 casos. En el ano 2003 se presentd una nueva
reintroduccion del virus con 44 casos, identificando el genotipo H1. En 2004 se
reportaron 64 casos de Sarampion genotipo H1 que circulaba en Japodn, Corea
y China. En 2005, 6 casos, 1 con el genotipo D9 y 5 con el genotipo B3, este se
identificd durante el 2006, ano en que se reportaron 23 casos, dicho genotipo
estaba circulando en Venezuela y el estado de Nueva York en EUA.

En 2011 se presentaron tres casos importados en los que se identifico el
genotipo D4 y en 2013 dos casos en turistas que visitaron Quintana Roo,
México. Para 2014 se reportaron otros 3 casos, dos de los cuales fueron
reportados en Quintana Roo, mismos en los que no se pudo determinar
elevacion en los titulos de IgG, por lo que fue necesario enviarlos a los Centros
para el control y Prevencion de Enfermedades (CDC por sus siglas en inglés),
gue reportaron positividad en prueba de avidez confirmandolos vy
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clasificandose como importados. El otro caso corresponde a una paciente que
viajo a un parque de diversiones en Anaheim California. En enero de 2015 se
presentd un caso y el genotipo determinado fue DO.

Con respecto a rubéola; en México se llegaron a identificar un promedio de
41,000 casos anuales. A raiz de la introduccion y doble aplicacion de la vacuna
triple viral (sarampion, rubéola y parotiditis) en 1997 la curva descendio
rapidamente. En el periodo de 1990 a 1999 se notificaron 68 defuncionesy para
el periodo de 2000 a 2004 solo se reportaron 10 defunciones, ocurriendo el
ultimo deceso en 2004.

De 1993 a 2007 se identificaron 352,048 casos, 46 en 2008, 7 en 2009y 5 en
2010. En el 2012 se identificaron 2 casos con el genotipo 2B. El Ultimo caso
importado de rubéola se identifico en 2017 y no fue posible determinar el
genotipo.

En este periodo de sostenibilidad de la eliminacion de sarampion y rubéola
la funcion permanente y primordial del Laboratorio de Enfermedades Febriles
Exantematicas (LEFE) del Instituto de Diagndstico y Referencia
Epidemioldgicos “Dr. Manuel Martinez Baez" (InDRE) como Laboratorio
Nacional de Referencia (LNR), es promover y mantener la vigilancia por
laboratorio de los casos probables de Sarampidn y Rubéola identificados por
el SINaVE, mediante la aplicacion de algoritmos que utilicen pruebas de
laboratorio que permitan la confirmacion de casos con determinacion
molecular.

ANTECEDENTES

Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica

La Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica (RNLSP) es el conjunto de
laboratorios con objetivos especificos que permiten unificar métodos de
diagndstico, criterios de interpretacion de resultados, transferencia
tecnoldgica, generacion de conocimiento y formacion de recursos humanos
gue garanticen procedimientos técnico-administrativos que produzcan
informacion de laboratorio Util para la vigilancia epidemiologica y la operacion
de los programas preventivos.

Es el soporte técnico-cientifico Util para la vigilancia epidemioldgica que
genera informacion de calidad para la toma oportuna de decisiones, a través
de la confirmacion mediante estudios de laboratorio en muestras bioldgicas.
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La RNLSP depende de |la Secretaria de Salud, esta integrada por el Instituto
de Diagnostico y Referencia Epidemioldgicos “Dr. Manuel Martinez Baez”
(INDRE) como organo rector de la red, los Laboratorios Estatales de Salud
Publica (LESP) y los Laboratorios de Apoyo a la Vigilancia Epidemioldgica
(LAVE). Se encuentra estructurada en tres niveles: nacional, estatal y local o sus
equivalentes para otras instituciones. El nivel nacional esta representado por
el INDRE como Laboratorio Nacional de Referencia (LNR).

Tiene fundamento legal en la Norma Oficial Mexicana NOM-017-SSA2-2012,
para la vigilancia epidemioldgica y se encuentra definida en los Criterios de
Operacion para la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica
Componente Vigilancia Epidemiologica.

El Marco Analitico Basico de la RNLSP consta de 27 algoritmos, siendo el
diagnostico de las Enfermedades Febriles Exantematicas uno de ellos.

Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica para la Vigilancia de las
Enfermedades Febriles Exantematicas

El Laboratorio de Enfermedades Virales se constituyd en 1972 dentro del
Instituto de Salubridad y Enfermedades Tropicales (ISET), como resultado de
un programa organizado por la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU)
para el desarrollo de Laboratorios en América Latina. En 1973 quedo
estructurado con los siguientes laboratorios: virus exantematicos, enterovirus,
virus teratogénicos, hepatitis A y B, respiratorios y Rickettsia spp. Fue hasta
1983 que se transformd en Departamento de Diagnodstico de Enfermedades
Virales y en 1991 dentro del Departamento de Virologia se habilito el
Laboratorio de Enfermedades Febriles Exantematicas.

A partir de 1992, México pertenece a la red de laboratorios para el
diagnostico de sarampion y rubeola donde el drgano rector es la Organizacion
Panamericanade la Salud (OPS). En diciembre de ese ano se estructuro la “Red
Nacional de Laboratorios de Diagnostico Etioldgico de Enfermedad Febril
Exantematica” (RNLEFE) en el InDRE con la finalidad de promover el
diagndstico etioldgico de los cuadros de enfermedad febril exantematica
principalmente sarampion y rubéola, asi como para apoyar los programas de
control epidemiolégico de las mismas, particularmente el Programa de
Eliminacion del Sarampion en México.
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Inicialmente, se integraron a la red 7 laboratorios periféricos (Estatales) en
los estados de Guerrero, Jalisco, México, Nuevo Ledn, Sonora, Veracruz,
Yucatan y el Laboratorio de Enfermedades Febriles Exantematicas (EFES) del
INDRE como laboratorio de referencia ubicado en el Departamento de
Virologia Diagnodstica del Instituto de Diagnostico y Referencia
Epidemioldgicosy la Subdireccion de Apoyo a la Red Nacional de Laboratorios.

De 1993 a 1998 se realizaron actividades de capacitacion al personal
operativo de diferentes disciplinas en los laboratorios restantes con la finalidad
de que se incorporaran a la red de laboratorios.

En la Direccion General de Epidemiologia (DGE) el laboratorio de EFES del
INDRE es rector en vigilancia por laboratorio y responsable de forma conjunta
con la Direccion General Adjunta de Epidemiologia (DGAE) para la vigilancia
epidemioldgica del Sarampion y la Rubéola, en el ambito federal.

En el 2002 la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica (RNLSP) se
incorporo al Programa Caminando a la Excelencia, cuya finalidad es evaluar el
desempeno analitico de los estados en relacion a los programas prioritarios de
salud. A partir del 2006 se preparan y envian los paneles de eficiencia a los
laboratorios estatales para medir el indicador “evaluacion del desempeno”
para el diagnostico de EFES, desde entonces esta actividad se realiza cada ano.

En el ano 2007 en el INDRE se realizd el taller sobre técnicas para el
aislamiento y deteccion del virus de Sarampion y Rubéola a nivel internacional
en colaboracion con los Centros de Control y Prevencion de Enfermedades
(CDC por sus siglas en inglés) y La Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS).

A partir de 2008 se implemento el Programa de Evaluacion Externa del
Desempeno (PEED) dos veces por ano mediante la ejecucion de un panel
serologico. El LNR efectua la evaluacion a aquellos laboratorios que tienen
implementado el diagndstico seroldgico de Sarampion y Rubéola para ratificar
el desempeno técnico de los mismos mediante el PEED.

Durante 2009 se retomaron los cursos de actualizacion para el diagnostico
de Sarampion y Rubéola con la finalidad de apoyar el proyecto Plan de
eliminacion de Sarampion, Rubéola y Rubéola Congénita de 2010 en
Latinoameérica. En el transcurso de 2010 se integrd a la Red Nacional de
Laboratorios de Salud Publica para la vigilancia de la Enfermedad Febril
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Exantematica el dltimo laboratorio estatal, para quedar conformada por 31
LESPy un LNR.

En el curso de actualizacion para la red de laboratorios que se impartio en
2011, se capacitd a los asistentes en la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR, por sus siglas en inglés) en
tiempo real para sarampion, con la finalidad que cada laboratorio estatal lo
implementara como parte de la metodologia de diagndstico en sus
respectivos laboratorios. A lo largo del brote de sarampion que afectd a nuestro
pais en el ano 2011, en la RNLSP se realizaron diversas actividades de
diagndstico para dar respuesta inmediata a los requerimientos del momento.

En 2012 el LNR fue la sede del Taller sobre identificacion y genotipificacion
de los virus de sarampion y rubéola por técnicas de RT-PCR en tiempo real y
secuenciacion, contando con la participacion de diez paises de América Latina.
El objetivo de este taller fue revisar el estatus de la eliminacion del sarampion
v la rubéola en Latinoameérica. Este evento fue auspiciado y coordinado por la
OPS, el CDC de Atlanta, Estados Unidos y el INDRE.

En este mismo ano se incorpord a la RNLSP-EFE el Laboratorio Central de
Epidemiologia (LCE) del IMSS como Laboratorio de Apoyo a la Vigilancia
Epidemioldgica (LAVE) y el LNR se certifico en la técnica de sarampidn-rubéola
por ELISA otorgado por el Instituto Mexicano de Normalizacion y Certificacion
(IMNC).

En diciembre del 2013 se realizd el cambio a las nuevas instalaciones del
INDRE mientras la RNLSP-EFE apoyd manteniendo las actividades de
vigilancia, regularizando las actividades del LNR en de abril de 2014. En ese
mismo ano se implemento el envio del panel molecular de Sarampion a la
RNLSP como parte de la evaluacion del desempeno y en el mes de diciembre
se transfirio la técnica de RT-PCR de tiempo real para Rubéola por medio del
curso anual.

En 2015 se envio a la RNLSP dos paneles (seroldgico-molecular) para la
evaluacion del desempeno y en el curso anual se transfirio la técnica de IgG
para Sarampion y Rubéola por ELISA. Se liberd el diagnostico seroldgico a 9
LESP debido a que demostraron desempeno satisfactorio en el panel de
evaluacion (= 90%) y el cumplimiento de indicador de oportunidad de
resultado (=80%).
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Durante el 2016 el LNR obtuvo acreditacion en la técnica de RT-PCR en
tiempo real para sarampion y rubéola por el IMNC. También se superviso a la
RNLSP para evaluar la competencia técnica en el diagnostico de sarampion y
rubéola por la técnica de ELISA ademas del diagnostico para sarampion por la
técnica de RT-PCR en tiempo real. A finales del mismo afno se dio inicio al
funcionamiento de la “Plataforma de EFE", en la cual todos los casos probables
de sarampion y rubéola son capturados por el area de epidemiologia y los
resultados de laboratorio por la RNLSP y el LNR con la finalidad de compartirla
con la OPS/OMS para la elaboracion del “Boletin de Inmunizaciéon” publicado
por la Unidad de Inmunizacion Integral de la Familia de la OPS y la Oficina
Regional para las Américas de la OMS con el objetivo de facilitar el cambio de
ideas e informacion acerca de los programas de inmunizacion de la Region.

En el 2017 se liberd el diagnostico serologico de 19 LESP y se inicid con la
incorporacion de muestras para RT-PCR en tiempo real para rubéola dentro
del Panel de Evaluacion Externa del Desempeno que se envia a la RNLSP. El
Laboratorio Nacional de Referencia recibi¢ la visita de OPS y CDC y como
resultado la OPS otorgo el aval de "acreditado para la realizacion de pruebas
de IgM e IgG, deteccion viral y secuenciacion de sarampiony rubéola”. En este
mismo ano el LNR se re-acreditd en la técnica de RT-PCR en tiempo real para
sarampion y rubéola.

En el 2018 el LNR se acreditd en la técnica de ELISA para determinacion de
anticuerpos IgM e IgG para sarampion y rubéola. Al interior de la RNLSP, 22
LESP incorporaron la técnica de RT-PCR en tiempo real para el diagndstico de
rubéola dentro de su marco analitico basico.

MARCO LEGAL

Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos

e Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos. Articulo 4. Diario
Oficial de la Federacion 05/02/1917, Ultima Reforma D.O.F. 15/09/2017.

Leyes

e LeyGeneralde Salud, México. Nueva Ley publicada en el Diario Oficial de
la Federacion el 7 de febrero de 1984. Ultima reforma publicada DOF
11/05/2018.
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e Ley Federal de Responsabilidades de los Servidores Publicos. D.O.F.
13/03/2012. Ultima reforma en D.O.F. 18/07/2016.

e Ley General del Sistema Nacional Anticorrupcion; la Ley General de
Responsabilidades Administrativas, y la Ley Organica del Tribunal
Federal de Justicia Administrativa. D.O.F 18/07/2016.

e Ley General de Proteccion de Datos Personales en Posesion de Sujetos
Obligados. D.O.F. 26/01/2017.

Reglamentos

e Reglamento Interior de la Secretaria de Salud. México. Publicado en el
Diario Oficial de la Federacion el 19 de enero de 2004. Ultima reforma en
D.O.F. 07/02/2018

e Reglamento Sanitario Internacional (2005) 2da edicion. Ginebra Suiza
2008. Organizacion Mundial de la Salud.

Normas Oficiales Mexicanas

e Norma Oficial Mexicana NOM-017-SSA2-2012, Para la vigilancia
epidemioldgica, D.O.F. 19/02/2013.

e Norma Oficial Mexicana NOM-034-SSA2-2013, Para la prevencion vy
control de los defectos al nacimiento.

e Norma Oficial Mexicana NOM-036-SSA2-2012, Prevencion y control de
enfermedades. Aplicacion de vacunas, toxoides, faboterapicos (sueros) e
inmunoglobulinas en el humano.

e Norma Oficial Mexicana NOM-007-SSA3-2011. Para la organizacion y
funcionamiento de los laboratorios clinicos. D.O.F. 27/03/2012.

e Norma Oficial Mexicana NOM-253-SSA1-2012, Para la disposicion de
sangre humana y sus componentes con fines terapéuticos. D.O.F.
26/10/2012.

e Norma Oficial Mexicana NOM-052-SEMARNAT-2005, que establece las
caracteristicas, el procedimiento de identificacion, clasificacion y los
listados de los residuos peligrosos. D.O.F. 22/10/1993; Modificacion D.O.F.
23/06/2006.

e Norma Oficial Mexicana NOM-018-STPS-2015, Sistema armonizado para
la identificacion y comunicacion de peligros y riesgos por sustancias
quimicas peligrosas en los centros de trabajo. D.O.F. 09/10/2015.
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Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion
ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos biologico-infecciosos
- Clasificacion y especificaciones de manejo.

PROYECTO de Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-031-SSA2-2014, Para
la atencion a la salud de la infancia. D.O.F. 25/11/2015

Planesy Programas

Plan Nacional de Desarrollo 2013-2018. Diario Oficial de la Federacion,
D.O.F. 20/05/2013.

Secretaria de Salud. Programa Sectorial de Salud 2013-2018. Diario Oficial
de la Federacion D.O.F. 12/12/2013.

Secretaria de Salud. Programa de Accion Especifico 2013-2018. Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, primera edicion 2014.

Lineamientos y Manuales

Direccion General de Epidemiologia. Manual de Procedimientos
Estandarizados para la Vigilancia Epidemiologica de las Enfermedades
Prevenibles por Vacunacion. DGAE. México: Secretaria de Salud. Vigente
Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemioldgicos “Dr. Manuel
Martinez Baez. Criterios de Operacion para la Red Nacional de
Laboratorios de Salud PUblica, INDRE. México: Secretaria de Salud; 2015.

Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiologicos, “Dr. Manuel
Martinez Baez". Lineamientos para el reconocimiento a la competencia
técnica de los laboratorios que apoyan a la vigilancia epidemiologica;
INDRE. México: Secretaria de Salud; 2015.

Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemiologicos “Dr. Manuel
Martinez Baez". Lineamientos para la toma, manejo y envio de muestras
para diagndstico a la red nacional de laboratorios de salud publica,
INDRE. México: Secretaria de Salud; INDRE. México: Secretaria de Salud:
2017

Secretaria de Salud, Manual metodologico Caminando a la Excelencia.
México 2015.
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Normas Mexicanas

e NMX-CC-9000-IMNC-2015 Sistemas de gestion de la calidad - Fundamentos
y vocabulario (ISO 9000:2015)

e NMX-CC-9001-IMNC-2015 Sistemas de gestion de la calidad - Requisitos (ISO
9001:2015)

o NMX-EC-15189-IMNC-2015 Laboratorios clinicos - Requisitos de la calidad vy
competencia (ISO 15189:2012)

DEFINICIONES OPERACIONALES

Para la deteccién oportuna de casos de sarampidon /rubéola se hace
necesario apegarse a las definiciones operacionales establecidas en el Manual
de Procedimientos Estandarizados para la Vigilancia Epidemiologica de las
Enfermedades Prevenibles por VVacunacion (DGE. México: Secretaria de Salud;

2018.

Definiciones operacionales de caso de Sarampidn / rubéola y SRC

INDRE

Caso probable sarampidén/rubéola: Toda persona de cualquier edad que
presente cuadro caracterizado por fiebre, exantema maculopapular, vy
uno o0 Mas de los siguientes signos y sintomas: tos, coriza, conjuntivitis o
adenomegalias (retroauriculares, occipitales o cervicales).

Caso probable de Sindrome de Rubéola Congénita: Lactante menor que
presente una o mMas de las siguientes alteraciones, defectos o
malformaciones:

Auditivas: hipoacusia neurosensorial;

Patologia ocular congénita: catarata congénita, nistagmus, estrabismo,
microftalmia, glaucoma congénito, retinopatia pigmentaria;
Enfermedad cardiaca congénita: persistencia del conducto arterioso,
estenosis de la arteria pulmonar, Tetralogia de Fallot, estenosis aortica,
comunicacion interventricular, comunicacion interauricular.
Hematopoyética: purpura trombocitopénica:

Neurolégicas: microcefalia, retraso en el desarrollo psicomotor

Caso Confirmado de sarampién/rubéola: Todo caso probable en el que
se demuestre infeccidn reciente del virus de sarampion/rubéola
mediante técnicas de laboratorio con reconocimiento por el INDRE, o
caso probable que no cuente con muestra o resultado de laboratorio, y
gue esté asociado epidemioldégicamente a otro caso confirmado por
laboratorio.

Caso confirmado de Sindrome de Rubéola Congénita: Todo caso
probable en el que se demuestre infeccion por rubéola mediante
técnicas de laboratorio reconocidas por el INDRE, o caso probable que
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Nno cuente con muestra o resultado de laboratorio y que mediante
criterios clinicos-epidemiologicos sea confirmado por un comité de
expertos independiente

Caso descartado de sarampidn/rubéola: Caso probable en el que se
descarte infeccion reciente a virus del sarampion/rubéola mediante
pruebas de laboratorio, o caso probable en el que no se obtuvieron
muestras de laboratorio, pero cuenta con evidencias clinicas vy
epidemiologicas suficientes para establecer una diagndstico alternativo
por un comité de expertos independiente.

Caso descartado de Sindrome de Rubéola Congénita: Caso probable en
gue se descarte infeccion por rubéola mediante técnicas de laboratorio,
O caso probable que no cuente con muestra o resultado de laboratorio y
gue mediante criterios clinicos-epidemioldgicos sea descartado por un
comité de expertos independiente.

La identificacion de un caso probable de sarampién/rubéola es el
detonante para la realizacion de las acciones de prevencion y control

correspondientes.

Clasificacién de casos

INDRE

Caso endémico de sarampion/rubéola : Todo caso confirmado de
sarampidn/rubéola que forma parte de una cadena de transmisién local,
gue se ha mantenido por mas de doce meses por un Mmismao genotipo

Caso importado de sarampién/rubéola: Caso confirmado que segun
evidencias epidemioldgicas y viroldgicas presento la exposicion al virus
fuera del pais en los 7 a 21 dias previos al inicio del exantema para
sarampiony 7 a 23 para rubéola.

Caso importado de Sindrome de Rubéola Congénita: Es el caso
confirmado con evidencias epidemioldgicas y virologicas, de que la
madre presentd exposicion al virus de la rubéola fuera del pais en los 23
dias previos al inicio de la concepcion y hasta la semana 20 de gestacion.

Caso relacionado a importacién de sarampidén/rubéola: Caso confirmado
que forma parte de una cadena de transmision local, originado por un
caso importado, lo que esta sustentado en evidencias epidemiologicas
O virologicas o ambas, o se trata de un caso confirmado donde no se
identifica nexo epidemioldgico con un caso importado, pero el genotipo
viral involucrado ha sido identificado en otra area con transmision fuera
del pais.
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e Caso descartado con resultado positivo a sarampion/rubéola relacionado
a la vacuna: Caso probable con antecedente de aplicacion de vacuna
SRP o SR dentro de los 30 dias previos a la fecha del inicio del exantema.

OBJETIVOS

Objetivo General

Establecer y dar a conocer a la Red Nacional de Laboratorios de Salud
Publica para la vigilancia de la Enfermedad Febril Exantematica, los
procedimientos de diagndstico, control de calidad y referencia que garanticen
un resultado oportuno y confiable que permitan la confirmacion de casos de
Sarampion, Rubéola y Sindrome de Rubéola Congénita en el Sistema Nacional
de Vigilancia Epidemiologica.

Objetivos Especificos

e Ser el documento guia para el soporte técnico-cientifico de la Red
Nacional de Laboratorios de Salud Publica para la Vigilancia de la EFE
para la identificacion del virus del Sarampidon y Rubéola en México y la
caracterizacion gendmica de los virus identificados.

e Carantizar la «calidad del diagnodstico serologico de la EFE,
especificamente sarampidn y rubéola.

Ambito de aplicacion

El presente documento aplica a todos los laboratorios que forman parte de
la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica para la Vigilancia de la
Enfermedad Febril Exantematica.

RED NACIONAL DE LABORATORIOS DE SALUD PUBLICA
PARA LA VIGILANCIA DE EFE

El Laboratorio de EFES del InNDRE como LNR a nivel federal, es
responsable de la coordinacion de la RNLSP-EFE, siendo el 6rgano rector de la
Red para el diagndstico, control de calidad, referencia, capacitacion,
actualizacion y evaluacion de la competencia técnica. Actualmente se apoya a
la Red de Laboratorios con el envio de muestras caracterizadas para el
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diagnostico molecular de sarampion y rubéola lo que fortalece la Vigilancia
Epidemioldgica por laboratorio. El LNR interacciona con los LESP, y éstos a su
vez, son los enlaces funcionales con el nivel federal. (Figura 1)

no Nacional de Re'aenelo)

¥
. ' de Apoyo a la Vigilancia
a (LAVE)

Figura 1. Organizacion de la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica para la
Vigilancia de la EFE

La Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica para la Vigilancia de la
EFE esta constituida por:
e FEl Laboratorio de EFES como LNR, integrado al Departamento de
Virologia del INDRE.
o Los 31 Laboratorios Estatales de Salud Publica
o Laboratorio Central de Epidemiologia (LCE) del IMSS como LAVE

En la RNLSP-EFE estan liberados 25 Laboratorios Estatales de Salud Publica
en el diagnostico de EFE por ELISA para la determinacion de anticuerpos IgM
para sarampion y rubéola. Cada uno cumplid con una evaluacion del
desempeno satisfactorio en 5 paneles previos y con el indicador de
oportunidad de resultado =80% en la plataforma de EFE. 29 LESP tienen
implementado el diagndstico de sarampion y 22 el diagnostico de rubéola por
la técnica de RT-PCR en tiempo real. Figura 2.
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Figura 2. Distribucion de la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica para
el diagndstico de la enfermedad febril exantematica.

FUNCIONES DE LOS INTEGRANTES DE LA RNLSP-EFE

Funciones de los Laboratorios Estatales de Salud Publica

e Realizar el diagnostico serologico de sarampion, rubéola y rubéola
congeénita mediante la determinacion de anticuerpos IgM por ELISA

e Realizar el diagndstico molecular por la técnica de RT-PCR en tiempo real
para sarampion y rubéola en muestras de exudado faringeo.

e Enviar al INDRE las muestras positivas e indeterminadas a sarampion y
rubéola segun sea el caso, durante los dos dias posteriores a la obtencion
de resultado y de manera mensual las muestras negativas

e Enviar al INDRE como control de calidad el 2% de muestras negativas y el
100% de muestras positivas a anticuerpos IgM de sarampion y rubéola que
correspondan a los LESP no liberados.
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e Enviar al INDRE el 2% de muestras negativas y el 100% de muestras
positivas de exudados faringeos para el control de calidad por la técnica de
RT-PCR en tiempo real para sarampion y rubéola que correspondan a los
LESP no liberados, enviar dichas muestras en hielo seco o con suficientes
congelantes, anexando los valores de Ct, asi como los graficos.

e Emitir los resultados del diagnostico seroldgico y molecular de sarampion
y rubéola en un periodo de 4 dias naturales a partir de la fecha de recepcion
en el LESP

e Capturar en plataforma los resultados del diagndstico serolégico vy
molecular de sarampion y rubéola dentro de las primeras 48 horas
posteriores a la emision de resultados. Es responsabilidad del LESP
informar al area de Epidemiologia que las muestras las deben enviar con
el numero de folio de la plataforma de EFE.

e Realizar el diagnostico serologico de sarampion, rubéola y rubéola
congeénita mediante la determinacion de anticuerpos IgG por ELISA.

e Procesar un panelseroldogicoy molecular para el diagnostico de sarampion
y rubéola al ano como parte de la evaluacion del desempeno del LESP.

e Realizar el diagnodstico diferencial para arbovirus (Dengue, Chikungunya y
Zika) a las muestras de suero positivas e indeterminadas a sarampion y
rubéola.

e Enviar al INDRE todas las muestras positivas e indeterminadas para IgM de
sarampion y rubéola como referencia que correspondan a los LESP
lilberados.

e Enviar al INDRE todas las muestras positivas para sarampion y rubéola por
la técnica de RT-PCR en tiempo real como referencia que correspondan a
los LESP liberados.

e Notificar a Epidemiologia Estatal todos los casos positivos por ELISA y RT-
PCR en tiempo real para sarampion y rubéola

e Capacitar de forma continua al personal del LESP y realizar la induccion al
puesto del personal nuevo en el diagndstico de sarampion y rubéola,
generando evidencia.

e Realizar réplicas al personal del Laboratorio de todas las capacitaciones
tomadas por el LESP en el INDRE, generando evidencia.

e Supervisar la documentacion, equipos y reactivos de acuerdo a los
mManuales, métodos e instructivos que aseguren la calidad de los procesos.

e Difundir de forma anual al area de epidemiologia la toma de muestra para
el diagndstico de sarampion y rubéola.
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e Realizar durante un ano el resguardo de las muestras procesadas.

e Recibir las supervisiones del LNR e implementar las acciones de mejora.

e Enviar una base de datos con la informacion de las muestras procesadas
para rubéola congénita de manera mensual, formato ubicado en los
anexos

e Enviar una base de datos de manera semanal con los resultados
procesados por RT-PCR de rubéola hasta que se modifique la plataforma
de EFE para que estos se puedan capturar. Formato ubicado en los anexos

Funciones del Laboratorio Nacional de Referencia

El Laboratorio de EFES del INDRE es el Laboratorio Nacional de Referencia,
es el organo normativo para el diagnostico de la EFE en México y tiene las
siguientes funciones:

INDRE

Coordinar las actividades de la RNLSP-EFE.

Establecer la normatividad referente a las técnicas de diagnodstico de la
EFE en México.

Realizar la determinacion de anticuerpos IgM anti-sarampion y anti-
rubéola en muestras recibidas de los LESP o Institutos de Salud para
diagnostico, control de calidad y referencia.

Realizar la determinacion de anticuerpos IgG anti-sarampion vy
antirubéola en muestras indeterminadas o positivas a IgM de sarampion
o rubéolay en muestras con diagnostico de rubéola congénita.

Realizar la técnica de RT-PCR en tiempo real para la deteccion de
sarampion y rubéola en muestras de exudado faringeo recibidas por los
LESP para diagndstico, control de calidad y referencia.

Realizar la determinacion de avidez en anticuerpos IgG para sarampion
O rubéola en muestras unicas con un resultado positivo a IgM  de
sarampion o rubéola segun sea el caso. Se considera muestra Unica
cuando no fue posible obtener la muestra de exudado faringeo o una
segunda muestra de suero por parte del area de vigilancia
epidemiologica.

Realizar el diagnostico seroldgico diferencial para Epstein Barr,
Parvovirus B-19, parotiditis y varicela, y otros virus exantematicos.
Reportar resultados serologicos y moleculares de sarampidn y rubéola
en un lapso Nno mayor a 4 dias naturales a partir de la recepcion de la
muestra.
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e Realizar la captura de resultados de las muestras recibidas para
diagnostico, control de calidad y referencia en la plataforma de EFE.

e Monitorear el desempeno técnico de los laboratorios integrantes de la
Red de EFES que realizan el diagndstico serologico y molecular de
sarampiony rubéola mediante la supervision directa, el envio de paneles
de evaluacion serologico y molecular y el control de calidad.

e Actualizar a los LESP por medio de capacitaciones para el diagnostico
seroldgico y molecular para sarampion y rubéola.

e Supervisar la oportunidad de la captura de resultados en la plataforma
de EFE. Realizar el diagnostico de muestras de otros LESP o Institutos de
Salud que no puedan llevarlo a cabo de manera permanente transitoria.
Lo anterior bajo solicitud a la Direccion de Diagnostico y Referencia del
INDRE. Si cuenta con la liberacion diagnostica y envia muestras para
diagnostico este se cobrara.

e Proporcionar a los LESP muestras caracterizadas positivas para la
realizacion de la técnica de RT-PCR en tiempo real para sarampion y
rubeola.

e Participar en la evaluacion internacional del desempeno para
diagnostico seroldgico y molecular de sarampidn y rubéola mediante el
procesamiento de paneles enviado por los organismos internacionales
como OPSy CDC.

e Determinar algoritmos de diagnodstico y referencia que permitan
generar resultados confiables para la toma de decisiones.

e Participar en las capacitaciones internacionales del diagnostico
seroldgico y molecular de sarampion y rubéola impartidas por los
Centros Colaboradores de OPS.

e Analizar la informacion generada por la RNLy por el LNR.

e Realiza verificaciones de los métodos seroldgicos y moleculares para el
diagnodstico de sarampion y rubéola.

e Revisar la informacion de sarampioén y rubéola que se genera a nivel
mundial.

TOMA, MANEJO Y ENVIO DE MUESTRA

Las muestras para el diagnostico de sarampidn, rubéola y Sindrome de
Rubéola Congénita son sueroy exudado faringeo. Ambas muestras se deben
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tomar de forma obligatoria y de manera simultanea con la finalidad de llevar
a cabo la deteccion serologica y molecular para la confirmacion de casos. Las
muestras deben cumplir con la definicion operacional de caso probable de
sarampién/rubéola o caso probable de rubéola congénita vy los dias de
evolucion para ser recibidas en el laboratorio de procesamiento.

Precauciones universales

Todas las muestras para diagnostico, confirmacion o investigacion en
eventos de interés en salud publica seran consideradas potencialmente
infecciosas, por lo que siempre se deben seguir las medidas de prevencion de
riesgos relacionados con la exposicion a agentes bioldgicos, asi como las
recomendaciones del Manual de bioseguridad en el laboratorio de la
Organizacion Mundial de la Salud (Ginebra, 2005).

Toma de Muestra

Suero
De 0 a 35 dias de evolucion a partir de la fecha de inicio de exantema

Obtener 5 mL de sangre por puncidn venosa utilizando en un tubo de plastico de
extraccion al vacio sin anticoagulante con o sin gel separador. Una vez tomada la
muestra rotular el tubo con el nombre del paciente, tipo de muestra y la fecha.
Almacenar el tubo entre 2 y 8°C, centrifugar cuando el coagulo este retraido a 3000
rom durante 10 minutos, separar el suero en un tubo de plastico con cierre de rosca e
identificar con datos del paciente y de la muestra. El volumen de suero requerido es 1
mL,

En recién nacidos obtener 1 mL de sangre por puncién venosa, el volumen
solicitado de suero es de 100 a 200pL.

En caso de requerir una segunda muestra para el seguimiento del caso, esta se
debe tomar 2 semanas después de la primera toma. Se debe considerar que la
segunda muestra debe estar dentro de los treinta dias posteriores a la aparicion del
exantema.

Exudado faringeo
De 0 a 5 dias de evolucion a partir de la fecha inicio de exantema
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La toma de muestra se obtiene frotando la pared posterior de la faringe con un
hisopo estéril de dacréon o rayon a fin de desprender las células epiteliales. El hisopo
se coloca en 2 mL de medio de trasporte viral (MTV) estéril contenido en un tubo de
plastico con cierre de rosca, rotulado con el nombre del paciente, la fecha de tomay
el tipo de muestra.

Conservacién

Las muestras de suero y exudado faringeo se deben mantener de 2 a 8 °C desde €|
momento de la toma hasta el envio al laboratorio.

Una vez recibida la muestra de exudado faringeo en el laboratorio se mezcla en un
agitador tipo vortex, se extrae la maxima cantidad de liquido del hisopo
presionandolo contra la pared del tubo. Se recomienda dividir la muestra en tres
porcionesy almacenar a -70°C hasta su proceso.

Envio y transporte de la muestra

e Todas las muestras se debe empacar con el sistema de triple embalaje y
transportar en condiciones de refrigeracion (2-8°C).

e Las muestras se deben acompanar con los siguientes documentos: Oficio
de solicitud de estudio, especificando si la muestra es para diagnostico,
control de calidad o referencia. Formato uUnico de envio o el formato
impreso de la plataforma con la informacion completa que cumpla con los
requisitos de aceptacion.

e Una vezrecibidas las muestras de laboratorio capturar inmediatamente la
fecha de llegada al laboratorio en la plataforma.

e Las muestras enviadas para control de calidad de serologia deberan estar
acompahadas con los datos de la absorbancia de la muestra,
interpretacion, marca del estuche, niUmero de lote, fecha de caducidad y
un volumen minimo de 500 pL.

e Lasmuestras enviadas para control de calidad para RT-PCR en tiempo real
deberan estar acompanadas de los valores de Ct, interpretacion, graficos,
el impreso de las lecturas emitidas directamente del equipo, la marcay el
numero de lote de la enzima utilizada con un volumen minimo de
muestra de 600 uL.

e Una vez tomadas las muestras de suero y exudado faringeo deben llegar
en 48 horas al laboratorio.

e Enelenviode unasegunda muestra, el oficio de solicitud debe mencionar
gue se trata de este tipo de muestra y en el formato debe estar registrada
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la fecha de toma. La segunda muestra se solicita cuando se obtiene un
resultado positivo o indeterminado a IgM de sarampion o rubéola.

e Para el diagndstico de Sindrome de Rubéola Congénita (SRC), enviar el
suero y exudado faringeo del recién nacidoy el suero de la madre.

Criterios de aceptacidn y rechazo de muestras

Los criterios de aceptacion de muestras de exudado faringeo y suero son:

Cumplir con la definicion operacional de caso probable de
sarampion/rubéola o de Sindrome de Rubéola Congénita (SRC)

Cumplir los dias de evolucion, en suero de O a 35 dias y en exudados
faringeos de O a 5 dias.

Menos de 48 horas de transito para las muestras de suero y exudado
faringeo.

Recibir las muestras en tubos de plastico con cierre de rosca

ldentificar las muestras con nombre del paciente legible, tipo de muestra
y fecha de toma.

Acompanar las muestras con el oficio de solicitud y formato de envio de
muestra o el impreso de la plataforma de EFE con los datos del paciente,
edad del paciente, datos de la institucion, fecha de inicio de exantema,
fecha de toma, antecedentes de viaje y fecha de vacunacion, cabe aclarar
gue toda la informacion debe ser legible.

Acompanar las muestras para el diagndstico de SRC con el formato
epidemiolégico de Sindrome de Rubéola Congénita, registrando
claramente el nombre del recién nacidoy la fecha de toma.

Enviar la muestra de exudado faringeo en 2mL_L medio de transporte viral.
Las muestras para control de calidad deberan estar acompanadas de los
resultados con valores de absorbancia, interpretacion, numero de lote del
reactivo, fecha de caducidad, valores de Ct, graficos y el impreso de las
lecturas emitidas directamente del equipo segun sea el caso.

Los criterios de rechazo de muestras bioldgicas son:

Incumplimiento de los criterios de aceptacion

Recepcion de muestras derramadas.

Recepcion de muestras contaminadas

Recepcion de muestras en contenedor primario de vidrio
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e Muestras sin nombre o sin clave de identificacion del laboratorio de origen

e Siel contenedor esta vacio.

e Muestras con volumen insuficiente excepto para casos de recién nacidos

e Recepcion de muestras con solicitud para diagndsticos cerrados.

e Recepcion de muestras sin oficio de solicitud o sin formato de envio de
muestras, formato EFE-1 o formato de plataforma.

e Recepcion de muestras que no coincida el nombre del paciente, clave de
la muestra o tipo de muestra con el oficio de recepcion.

e Recepcion de formatos de envio o formato de plataforma sin fecha de
toma, sin fecha de inicio de exantema para muestras de sarampion y
rubeola.

Muestras de alto valor

Es aquella que se recibe en el laboratorio y que no cumple con alguno de
los criterios de aceptacion pero que por las caracteristicas de evolucion del
paciente (alta, mejoria o defuncion), se considera una muestra de alto valor
epidemiologico. Cuando el laboratorio opta por procesar la muestra de alto
valor se debe asegurar que en el informe de resultados se indique la naturaleza
del problema y se especifigue que se requiere precaucion cuando se
interprete el resultado. El proceso de estas muestras se especificara en el
apartado de observaciones.

ALGORITMO DE DIAGNOSTICO

En el contexto de la sostenibilidad de la eliminacion de sarampion, rubéola
y rubéola congénita es fundamental reforzar el diagndstico de laboratorio
modificando el algoritmo de la Red de Laboratorios.

Las muestras de suero y exudado faringeo se procesan de manera paralela,
estas deben cumplir con la definicion de caso probable de sarampién/rubéola
0 SRC, ademas de los dias de evolucion especificados en el apartado de toma,
manejo y envio de muestra. Todos los sueros se analizan por medio de la
técnica de ELISA para sarampidén/rubéola, mientras que todos los exudados
faringeos son analizados por la metodologia de RT-PCR en tiempo real para
los dos diagnosticos.
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A continuaciéon, se establece el algoritmo de Laboratorio para el

diagndstico de sarampidén y rubéola (se encuentran adicionalmente en el

Anexo Il)
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Figura 3. Algoritmo de Laboratorio para diagndstico de Sarampidén y Rubéola

Los LESP realizaran el diagnostico serologico por las técnicas de ELISA para
anticuerpos IgM e IgG para sarampion y rubéola ademas del diagnostico
molecular por la técnica de RT-PCR en tiempo real para ambos diagnosticos.
El INDRE es el responsable de realizar la determinacion de anticuerpos 1gG
por la técnica de Avidez y de la genotipificacion. En esta etapa de post-
eliminacion si una muestra tiene un resultado negativo a los anticuerpos IgM
para sarampion o rubéola y el paciente cuenta con antecedente de viaje a
paises con evidencia o antecedente de circulacion del virus o contacto con
un extranjero que provenga de alguno de estos paises se debera solicitar
segunda muestra para comparacion de anticuerpos IgG.

En muestras con un resultado positivo a IgM a sarampion o rubéola es
necesario e indispensable solicitar una segunda muestra para la comparacion
de anticuerpos IgG entre ambas muestras.

Para el diagnostico del SRC el algoritmo se dividen en dos: un Algoritmo
para el diagndstico de Rubéola Congénita de O a 6 meses (figura 4) y Algoritmo
para diagndstico de Sindrome de Rubéola Congénita de 6 a 12 meses (figurab)
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Para el diagnostico de Sindrome de Rubéola Congénita es indispensable la
toma de muestra de suero y de exudado faringeo. Para el diagnosticode O a 6
meses se realizara la determinacion de anticuerpos IgM y el RT-PCR en tiempo
real. En caso de que exista una alta sospecha se debera realizar una segunda
toma de ambas muestras.
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Figura 5. Algoritmo para diagnéstico de Sindrome de Rubéola Congénita de
6 a 12 meses
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Para el diagnostico de 6 a 12 meses, en caso de un resultado IgM positivo o
indeterminado es recomendable la toma de una segunda muestra para la
comparacion de anticuerpos IgG, en ninos Mas pequenos no es factible la
comparacion de estos anticuerpos ya que estos provienen de la madre.

Enviar al INDRE para referencia o control de calidad las muestras de suero
con un resultado positivo o indeterminado a sarampion o rubéola, también los
LESP deberan procesar el total de dichas muestras para el diagnostico
diferencial de dengue, chikungunyay zika. Se debe seguir el algoritmo vigente
en los Lineamientos para la Vigilancia por Laboratorio del dengue y otras
arbovirosis y en caso de tener un resultado positivo, este se debe notificar al
INDRE vy al area de vigilancia epidemioldgica para su registro en el sistema de
vigilancia de enfermedades transmitidas por vector.

Para el caso de los LESP liberados deberan enviar todas las muestras
positivas e indeterminadas por serologia al INDRE para ser analizadas como
Referencia. Para los LESP no liberados, estos deberan enviar al INDRE el 2% de
las muestras negativas por serologia y 100 % de las positivas para ser
analizadas para el Control de Calidad. Las muestras indeterminadasy positivas
a sarampion o rubéola se envian de forma inmediatay las negativas de forma
mensual.

En el caso de contar con un resultado positivo serologico relacionado a
vacuna no es necesaria la toma de una segunda muestra. (Revisar la
clasificacion de caso descartado con resultado positivo a sarampion/rubéola
relacionado a la vacuna).

Para los LESP no liberados deberan enviar al INDRE el 2% de las muestras
negativas y 100 % de las positivas por la metodologia de RT-PCR en tiempo
real para sarampion y rubéola como Control de Calidad. Los LESP liberados
deberan enviar al INDRE todas las muestras positivas por la técnica de RT-PCR
en tiempo real para sarampion y rubéola como referencia.

Todas las muestras positivas se envian segun sea el caso de forma inmediata
vy las negativas de forma mensual.

ESTANDARES DE CALIDAD DE LA PRUEBA

De acuerdo con la NOM-035-SSA3-2012, En materia de informacion en salud,
el contar con informacién oportuna y de calidad permite coadyuvar a la
planeacion del Sistema Nacional de Salud para reforzar las acciones de
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atencion a los problemas sanitarios y factores que condicionen y causen dano
a la salud.

Para cumplir con los estandares de calidad en la RNLSP-EFE es
indispensable apegarse a los Criterios de Operacion para la Red Nacional de
Laboratorios de Salud Publica Componente Vigilancia Epidemioldgica,
implementar y mantener un Sistema de Gestion de la Calidad en apego a los
requisitos de las normas ISO (International Organization for Standardization)
9001:2015 Sistemas de Gestion de la Calidad e ISO 15189:2015 Requisitos de la
calidad y competencia.

Ademas, alinearse a los requisitos establecidos en el Manual Caminando a
la Excelencia, los criterios de liberacion de pruebas diagnosticas y cumplir con
los indicadores de calidad en el servicio diagndstico establecidos para la
RNLSP-EFE

Fase pre-analitica: Estos indicadores (Oportunidad en la toma, el envio y
porcentaje de rechazo) comprenden actividades propias del area de vigilancia
epidemioldgica que inciden en la calidad de la muestra.

e Oportunidad en la Toma:

o La muestra de suero se toma de 0 a 35 dias a partir del inicio
de exantemay

o La muestra de exudado faringeo se toma del dia O al dia 5 a
partir del inicio de exantema. Ambas muestras se deben
tomar en el primer contacto con el paciente.

e Oportunidad en el envio: se deben enviar al laboratorio las muestras de
suero y exudado faringeo de manera inmediata, para ser recibidas en
un tiempo menor a 48 horas.

e Porcentaje de rechazo: La proporcion de rechazos permitida es del 0%.
Cuando se registre un rechazo, el laboratorio debe comunicar al area de
vigilancia epidemiologica las oportunidades de mejora con la finalidad
de que realicen las acciones conducentes.

Fase analitica: este indicador (estandar del servicio) compete a la RNLSP e
incide en la obtencion de un resultado confiable y oportuno.

e Estandar del Servicio: Aplica—desde la recepcion de la muestra en el
laboratorio hasta la obtencion del resultado y es de 4 dias naturales.
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Fase post-analitica: (emision del resultado) compete a la RNLSP e inciden en el
registro oportuno de un resultado en el sistema de vigilancia epidemioldgica
(plataforma SiNaVE) y la entrega a las partes interesadas.

e Emisién del resultado: Una vez obtenido el resultado, es obligatorio el
registro en la plataforma en menos de 48 horas.
En caso de enviar muestras al INDRE para control de calidad o referencia
es necesario revisar que en plataforma estén capturadas las fechas de
toma, fecha de recepcion en el LESP y fecha de envio al INDRE.
Cuando las muestras para control de calidad o referencia sean
reiteradamente discordantes, sera meritoria una capacitacion en
servicio en el INDRE.

PROGRAMA DE EVALUACION EXTERNA DEL DESEMPERO
(PEED)

Los laboratorios integrantes de la RNLSP-EFE deben participar en el
Programa de Evaluacion Externa de Desempeno (PEED) organizado por el
LNR.

e Objetivo: Evaluar el desempeno diagnostico de los laboratorios de la red
e identificar a aquellos con areas de oportunidad por fallas técnicas u
operativas para la mejora continua.

Los laboratorios reciben anualmente un panel de evaluacion conformado por
muestras para ser analizadas mediante la técnica de ELISA y RT-PCR en
tiempo real para el diagnostico de sarampion y rubéola, ademas de un
cuestionario.

Actividades para los laboratorios integrantes RNLSP-EFE:

e Recepcion de notificacion oficial via electronica por medio de la
Coordinacion Nacional de la Red de Laboratorios con la informacion
relacionada de los componentes del panel, fecha de envio de los
resultados al LNR, fecha de envio de la notificacion oficial del informey
resultados del panel a la red de laboratorios por parte del LNR. Se
adjuntan los formatos para envio de resultados y cuestionario.

e Recepcionde muestras para el panel serologico, para el panel molecular
de sarampidny para el panel molecular de rubéola.
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e Envio de resultados al LNR en el tiempo establecido en la notificacion
oficial enviada por la CNRL.

Actividades para el LNR:

e EILNRenviara ala RNLSP la notificacion oficial via electronica por medio
de la CNRL en dicha notificacion se explica la composicion del panel, la
evaluacion, fecha de envio de los resultados, fecha de envio del informe
y resultados a la RNL, formatos de reporte y cuestionario.

e A la par de la notificacion oficial se envia el panel serolégico, el panel
molecular para sarampion y el panel molecular para rubéola.

e Recepcion de resultados del panel en la fecha estipulada en el
documento oficial enviado por la CRNL.

e Envio del informe y del oficio con el resultado de la concordancia mas la
evaluacion del cuestionario sera enviado en la fecha estipulada.

e El resultado requerido en el Panel de Evaluacion del Desempeno es
igual o mayor del 90%.

Criterios de evaluacion:

Con base a los resultados obtenidos en el cuestionario y en la concordancia
de los paneles se clasifica el desempeno de la siguiente manera:

e Satisfactorio: 90 -100%
e No Satisfactorio: 80-89%
e No aceptable <80%

Los laboratorios que obtuvieron un resultado Sobresaliente realizaran las
siguientes actividades:

Continuar con el diagnostico y estan obligados a capturar los resultados de sus
muestras procesadas en la plataforma de EFE durante las primeras 48 horas
después de obtenidos los resultados.
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Los laboratorios que obtuvieron un resultado No Satisfactorio procederdn de la
siguiente manera:

Requeriran comprar un panel, el costo del panel de evaluacion se establecera
de acuerdo al tabulador vigente. Cabe mencionar que la calificacion del
mMismo Nno sera considerada en el Boletin Caminando a la Excelencia, el
objetivo de este panel es verificar el desempeno técnico. El panel debera ser
solicitado dentro de los primeros 10 dias después de haber recibido el
resultado del panel por via electronica. La notificacion oficial del resultado se
envia por medio de la CRNL. Se solicitan medidas correctivas al proceso y su
cumplimiento en maximo 2 meses mediante supervision.

Los laboratorios que obtuvieron un resultado No aceptable procederan de la
siguiente manera:

Se suspendera el diagndstico, se solicitara una capacitacion en servicio, este es
un requisito para reanudar el diagnosticoy se debera solicitar un nuevo panel
de evaluacion con costo. Cabe mencionar que la calificacion del mismo no sera
considerada en el Boletin Caminando a la Excelencia, el objetivo de este panel
es verificar el desempeno técnico.

Si algun laboratorio de la RNLSP-EFE no puede realizar el panel y emitir los
resultados en el tiempo estipulado, obtendran CERO de calificacion, esta
afectara directamente al Boletin Caminando a la Excelenciay de no contar con
calificacion aceptable en el siguiente panel, esto traeria como consecuencia el
retiro de los diagnosticos liberados.

CRITERIOS PARA LA LIBERACION DE PRUEBAS
DIAGNOSTICAS EN LA RNLSP-EFE

La liberacion de cada laboratorio de la RNLSP-EFE representa la autonomia
diagndstica, es decir, la autorizacion de la metodologia para realizar el
diagnostico. Esta se basara en el cumplimiento de los siguientes criterios:

e Demostrar un desempeno sobresaliente > 90% en 5 paneles de
evaluacion anteriores a la liberacion.

e Reporte oportuno de resultados (4 dias a partir de que se recibe la
muestra en el laboratorio) en la plataforma de EFE.
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e Envio del 100% de muestras positivas o indeterminadas para referencia
e Demostrar con evidencia gque se cuenta con los insuMmos necesarios para
la realizacion del diagnostico

e Obtener =90 de concordancia en las muestras para control de calidad
Estos criterios aplican para la liberacion del diagnostico seroldgico y el
diagnostico molecular. Si cumple con los criterios antes mencionados, se
emitira al LESP o LAVE, el oficio de liberacion de la metodologia
correspondiente. El INDRE tiene la atribucion de suspender la realizacion del
diagndstico o solicitar una capacitacion en sitio a los LESP o LAVE en cuanto
se detecte alguna desviacion en el proceso, esta se notificara mediante un
oficio al LESP correspondiente. Para continuar con la liberacion deberan de
cumplir con los primeros cuatro puntos anteriores.

BANCO DE MATERIAL BIOLOGICO EN EL InNDRE

El material bioldgico se resguarda con la finalidad de contar con muestras
para realizar los paneles de evaluacion, vigilancia de genotipos, evaluacion
de reactivos y obtencion de controles de referencia.

Almacenamiento de muestras positivas a sarampidn y rubéola

Las muestras de suero y exudado faringeo positivas a sarampion y rubéola se
almacenan en criotubos de 2.0 mL perfectamente identificadas, se colocan en
cajas de polipropileno para 100 crioviales. Estas se rotulan con el tipo de
diagnostico, el rango de numeracion de muestras contenidas, el ano en que
se almacena y el nUmero consecutivo de caja. Los sueros se resguardan en
congeladores de -30°C (+ 5°C) y los exudados faringeos en ultracongeladores
de -70°C (= 5°C), son almacenadas por tiempo indefinido. Es indispensable
mMantener un inventario del material biologico almacenado.

Almacenamiento de muestras negativas e indeterminadas a sarampidén y
rubéola

Las muestras de suero negativas o indeterminadas asi como los exudados
faringeos negativos a sarampion y rubéola se almacenan en criotubos de 2.0
ML perfectamente identificadas, se colocan en cajas de polipropileno para
100 crioviales. Estas se rotulan con el tipo de diagndstico, el rango de
numMeracion de muestras contenidas, el aho en que se almacena y el numero
consecutivo de caja. Los sueros se resguardan en congeladores de -30°C (+ 5°C)
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y los exudados faringeos en ultracongeladores de -70°C (+ 5°C), se almacenan
durante un ano. Es indispensable mantener un inventario del material
biologico almacenado.

Se recomienda que los LESP realicen un almacenamiento de muestras de
suero y exudado faringeo de forma semejante con la finalidad de tener un
resguardo por si requieren realizar un nuevo envio debido a algun incidente
en el mismo.
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ANEXOS

Anexo |: Bioseguridad

La recolecciony el procesamiento de muestras exponen al personal de salud en un
riesgo de materiales potencialmente infecciosos, para reducir el riesgo se deben
aplicar todas las medidas de bioseguridad de manera obligatoria siguiendo todos los
criterios de las hojas de seguridad de sarampion y rubéola asi como el Bio-RAM
correspondiente. Todo el personal gque tiene contacto con muestras para el
diagnostico de sarampidn y rubéola debera estar vacunado o contar con titulos de
anticuerpos a estos dos agentes patdgenos, estos datos deben estar registrados en
una bitacora.

Para minimizar el riesgo de infeccion, el personal debe seguir las recomendaciones
y orientaciones del Manual de Bioseguridad de Laboratorio, 3ra edicion de la OMS,
como portar el equipo de proteccion personal (EPP) que consta de bata blanca de
algoddn, guantes y calzado cerrado. Esta prohibido el uso de prendas de laboratorio
en lugares como: oficinas administrativas, salas para el personal y cafeterias. En las
zonas de trabajo no esta permitido comer, beber, fumar, aplicar cosméticos o
manipular lentes de contacto.

Evitar utilizar material de vidrio en la recepcion y procesamiento de las muestras.
Estara estrictamente prohibido pipetear con la boca. Todos los LESP deberan manejar
las muestras bioldgicas en un gabinete de bioseguridad tipo Il utilizando buenas
practicas de laboratorio.

Los mecanismos de contencion dependen del agente infeccioso, en el caso de
extraccion de material genético y amplificacion se requiere de areas exclusivas, con
gabinetes de bioseguridad nivel 2 para extraccion y preparacion de reactivos e
incorporacion de los RNA de muestras problema, se requieren gabinetes con
especificaciones para trabajar reacciones de PCR. Cada gabinete debera estar
ubicado en areas delimitadas y separadas. El manejo de virus en biologia molecular
requiere personal altamente capacitado y proteccion especifica para el analista.

Todos los derrames, accidentes y exposiciones reales o potenciales a materiales
infecciosos se comunicaran al jefe del laboratorio o al area de gestion ambiental. Se
Mmantendra un registro escrito de esos accidentes e incidentes.

Todo material contaminado que deba salir del laboratorio para su descontaminacion
debe ser colocado dentro de bolsas especiales debidamente cerradas y etiquetadas.
Disponer los residuos bioldgicos infecciosos segun lo indica la NOM-087-SEMARNAT.

Las mujeres en edad fecunda deberan ser informadas de los riesgos que supone para
el producto la exposicion profesional al virus de la rubéola y de las medidas concretas
gue se requieren adoptar para proteger al producto.
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El jefe de laboratorio debe velar que los procedimientos y practicas de seguridad en
el laboratorio formen parte de la capacitacion basica del personal.

El simbolo y signo internacional de peligro bioldgico debera colocarse en las puertas
de los locales donde se manipulen microorganismos del grupo de riesgo 2 o superior.
Solo podra entrar en las zonas de trabajo del laboratorio el personal autorizado. Las
puertas del laboratorio se mantendran cerradas.
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Anexo |I: Técnica de Diagndstico

DETERMINACION DE ANTICUERPOS IgM PARA SARAMPION O RUBEOLA
MEDIANTE ELISA INDIRECTO

Proposito

Detectar los anticuerpos IgM especificos contra el virus de Rubéola y
Sarampion en muestras de suero humano, utilizando un estuche comercial de
ensayo inmunoenzimatico (ELISA) indirecto.

Equipo

Balanza Granataria de dos platos
Centrifuga Refrigerada.
Gabinete de Bioseguridad.
Lector de ELISA.
Lavador de placas.
Bano maria.
Refrigerador de Laboratorio.
Congelador de Laboratorio.
Pipeta Multicanal 50-300 uL.
Pipeta Multicanal 5-50 pL.
Pipeta Monocanal 20-200 uL.
Pipeta Monocanal 100-1000 pL.
e Pipeta Monocanal 10-100 pL.
Material

Microtubos dilutores con capacidad de 1 mL.
Puntas desechables con capacidad de 1-200 ulL.
Puntas desechables con capacidad de 1-1000 uL.
Reservorios y contenedores.

Gasas.

Guantes de nitrilo.

e Contenedor para desechos RPBI

Reactivos
e Enzygnost® Anti-Measles/IgM
e Enzygnost® Anti-Rubella/IgM
e Reactivos Adicionales para Enzygnost®/TMB
e FEtanolal70 %
e Agua destilada o bidestilada
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Preparacién de reactivos

Los reactivos se preparan como se muestra en la siguiente tabla

Reactivo Preparaciéon Almacenamiento Estabilidad
Solucién de | 50 yL de conjugado | Se preparay usaen el No se
conjugado Anti IgM o Anti-IgG momento. almacena
(dilucion 1+50) humana /POD mas 2.5

mL de tampdn para

conjugado por cada

tira doble.
Solucion de | 200 uL de cromogeno | Se preparay usa en el No se
cromogeno TMB mas 2 mL de momento. almacena
(dilucion 1+10) tampon sustrato TMB

por tira doble.
Absorbente RF Adicionar 5mL de H,O 2a8°C 4 semanas

bi-destilada al vial con

liofilizado.
Solucion de Lavado | 100 mL de solucion 2a8°C 1semana
POD concentrada 18a25°C 1dia
(dilucion 1+19) WASHPOD mas 1900

mL de Agua

bidestilada para 2

litros de solucion

Metodologia para la determinacién de anticuerpos IgM

1. Realizar el esquema de distribucion de las muestras, considerando que al
principio se colocara un control negativo y un positivo, posteriormente se
anadiran las muestras (M1, M2, etc) y al final se dispensara un segundo
control positivo.
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A PN | PN
B P/F | PP
© M1 | M1
b M2 | M2
E M. | M.
F M. | M.
G Mn | Mn
H PP | PP

Distribucion de muestras y controles. P/N control negativo; P/P control positivo;
Mn muestra desde la primera hasta la dlitima.

2. Diluir las muestras vy los controles en proporcion 1+20 con Tampon para
muestras POD dentro de tubos para dilucion. Ejemplo: a 400 uyL de
Tampon para muestras adicionarle 20 pyL de muestra o de control. La
muestra diluida puede conservarse durante una noche de 2-8 °C en
recipientes con baja fijacion de proteina.

3. Tomar 200 ulL de cada una de las muestras prediluidas 1+20 y ahadirlos a
200 pL de la solucion absorbente (FR) quedando una dilucion de la
muestra 1:42. Incubar 15 min a temperatura ambiente. “Los controles no
son tratados con la solucion absorbente”

4. Distribuir las muestras en la placa de ELISA siguiendo el orden del
esquema previamente realizado adicionando 150 pL de las muestras
absorbidas y de los controles diluidos a cada pozo correspondiente.

5. Cubirir la placa de ELISA con una lamina adhesiva e incubar de 36 a 38 °C
durante una hora.

6. Lavar la placa, el lavado se puede realizar de forrma manual con ayuda de
una pipeta multicanal o utilizando un lavador de microplacas de ELISA. El
proceso consiste en: Eliminar el contenido de los pozos, seguido se
dispensa en cada pozo 300 ulL de solucion de lavado, una vez terminado
esto se elimina la solucion y nuevamente se dispensan en cada pozo 300
ulL de solucion de lavado. Se realizan en total 4 lavados.
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7. Dispensar en cada pozo 100 uL de solucion de conjugado, cubrir con una
tira adhesiva e incubar de 36 a 38 °C durante una hora.

8. Repetir el lavado como se indica en el punto 6.

9. Adicionar a cada pozo 100 ulL de solucion de cromogeno, cubrir la placa de
cualquier fuente de luz e incubar a temperatura ambiente de 28 a 32
mMinutos.

10. Adicionar 100 uL de solucion de paro a cada pozo pasando la ultima
incubacion, y leer las absorbancias utilizando los filtros de 450/650nm.

11. Realizar los calculos y reportar los resultados.

Célculo de resultados

Los calculos se realizan como se muestra en el ejemplo siguiente. Se
obtuvieron los resultados de absorbancias a una lectura de 450/650 nm.

Result Data
1 2 3 4 a G 7 a ] 10 11 12
A 0,910 ( 0.017 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B 0501 | 0.016 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C 0.069 | 0.017 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
D 0.078) | 0.022 0 ] ] ] ] ] ] ] ] ]
E 1.200) | 0.014 0 ] ] ] ] ] ] ] ] ]
F 0.085 | 0.021 0 ] ] ] ] ] ] ] ] ]
G 0.758 | 0.013 0 ] ] ] ] ] ] ] ] ]
H 0.950 L EI'.EI'EBJ 0 ] ] ] ] ] ] ] ] ]
ABS de pozos con ABS de pozos con
antigena viral antigeno control

1. Obtener la diferencia de las absorbancias de los pozos con antigeno viral
menos las absorbancias de los pozos con antigeno control para obtener
los valores de AA. en este caso la columna 1se le restara la columna 2.

2. Calcular la media de las AA de los P/P.

3. Calcular el factor de correccion para ese ensayo con el dato del valor
nominal incluido en la Tabla de valores de cédigo de barras del estuche
con la siguiente formula.

Valor tedrico
AA promedio del P/P

Factor de correccion (FC) =
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4. Alas AA de las muestras multiplicarles el factor de correccion. Este es el
valor (AA corregida) que se reporta.

1 2 Al A4 Abrc
A (0070 [ 0017 | o.893 _ MEDIA 0.893 P/N
B | 0501 | 0.096 | 0.485 X (P/P)= 0310 0.485 0.480
[ 0059 | 0.017 | p.0o52 0.052 0.051
N] 0078 | 0.022 | o0.056 5i el Valor nominal del estuche [——m{ 0.056 0.055
E | 1200|0074 | 1.186 Fact 352 098 1.186 1.173

acior de correccion

F 0.055 | 0.021 0.064 ! 0.064 0.063
G | 0758 ] 0.013| o.745 FC=gg1p=07%° 0745 | 0737
H 0950 | 0.023 | p.927 0.927 PN

Los AA de los controles no se multiplican por el FC.

Criterios de aceptacion o rechazo del ensayo.

e Los valores de AA los controles (P/P) para ensayos de IgM, han de
encontrarse dentro de los intervalos marcados en la tabla de codigo de
barras de valores incluida en el estuche.

Limite inferior < AA control(P/P) < limite superior

e Los valores individuales de AA de los controles (P/P)para IgM no deben
desviar +/-20% de CV%
e ParaelensayodelgM el AAdel control (P/N) debe ser menor oigual a 0.099.

Interpretacién de resultados

La interpretacion de los resultados se realiza a partir de las absorbancias
corregidas utilizando la siguiente tabla

Resultado Absorbancia Significado

Negativo AA< 0.100 No fueron detectados anticuerpos IgM

No se puede descartar la infeccion con

Indeterminado 0.100= AA=0.200 total seguridad

Positivo AA> 0.200 Se detectaron anticuerpos IgM

DETERMINACION DE ANTICUERPOS IgG PARA SARAMPION O RUBEOLA
MEDIANTE ELISA INDIRECTO

Propdsito

INDRE Pagina 50 de 85
Noviembre 2018 Version 1.



Detectar los anticuerpos IgG especificos contra el virus de Rubéola vy
Sarampion en muestras de suero humano, utilizando un estuche comercial de
ensayo inmunoenzimatico (ELISA) indirecto.

Equipo

e Balanza Granataria de dos platos.
e Centrifuga Refrigerada.

e Cabinete de Bioseguridad.

e Lectorde ELISA.

e Lavador de placas.

e Bano maria.

e Refrigerador Laboratorio.

e Congelador de Laboratorio.

e Pipeta Multicanal 50-300 pL.

e Pipeta Multicanal 5-50 pL.

e Pipeta Monocanal 20-200 ulL.

e Pipeta Monocanal 100-1000 L.
e Pipeta Monocanal 10-100 uL.

Material

e Microtubos dilutores con capacidad de 1 mL.

e Puntas desechables con capacidad de 1-200 ulL.
e Puntas desechables con capacidad de 1-1000 pL.
e Reservoriosy contenedores.

e (asas.

e Cuantes de nitrilo.

e Contenedor para desechos RPBI.

Reactivos

e Enzygnost® Anti-Measles/IgG.

e Enzygnost® Anti-Rubella/IgC.

e Reactivos Adicionales para Enzygnost®/TMB.
e FEtanolal 70 %.

e Agua destilada o bidestilada

Preparacién de reactivos

Los reactivos se preparan como se muestra en la siguiente tabla
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Reactivo Preparaciéon Almacenamiento Estabilidad
Solucion de | 50 yL de conjugado | Se preparay usaen No se
conjugado o Anti-IgG humana el momento. almacena
(dilucion 1+50) /POD més25mLde

tampodn para

conjugado por cada

tira doble.
Solucion de | 200 L de | Se preparay usaen No se
cromogeno cromogeno T™B el momento. almacena
(dilucion 1+10) mas 2 mL de

tampon sustrato

TMB por tira doble.
Solucion de Lavado | 100 mL de solucion 2a8°C 1semana
POD concentrada 18 a25°C 1dia
(dilucion 1+19) WASHPOD mas

1900 mL de Agua

bidestilada para 2

litros de solucion

Metodologia para la determinacién de anticuerpos IgG

1. Realizar el esquema de distribucion de las muestras a trabajar y
considerar que al principio se colocara un control positivo y al final de las
muestras un segundo control positivo.

1 2 4 5 B 7 2 g8 10 11 12
Al PN PN
B[ M1 b1
| M2 B2
o[ M3 3
E| M. M...
Fl M. M.
G Mn Mn
H| PN PN

Distribucion de muestras y contreles. F/N control positivo; Mn muestra
desde la primera hasta la dltima.

2. Diluir las muestras y los controles en proporcion 1420 con Tampon para
muestras POD dentro de tubos para dilucion. Ejemplo: a 400 uL de
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Tampon para muestras adicionarle 20 yL de muestra o de control. La
muestra diluida puede conservarse durante una noche 2-8 °C en
recipientes con baja fijacion de proteina.

3. Dispensar 200 pL de la solucion Tampdn para muestras POD en cada
micropozo de una tira doble, seguido se toman 20 L de cada una de las
muestras y controles prediluidos 1+20, estos se anaden a los 200 uL de
Tampon para muestras en la placa. Homogenizar al menos 2 veces con
ayuda de una pipeta.

4. Cubrir la placa de ELISA con una lamina adhesiva e incubar de 36 a 38 °C
durante una hora. Terminado este tiempo se prosigue a realizar el lavado.

5. Lavar la placa, el lavado se puede realizar de forma manual con ayuda de
una pipeta multicanal o utilizando un lavador de microplacas de ELISA. El
proceso consiste en: Eliminar el contenido de los pozos, seguido se
dispensa en cada pozo 300 plL de solucion de lavado, una vez terminado
esto se elimina la solucion y nuevamente se dispensan en cada pozo 300
UL de solucion de lavado. Se realizan en total 4 lavados.

6. Dispensar en cada pozo 100 uL de solucion de conjugado, cubrir con una

tira adhesiva e incubar de 36 a 38 °C durante una hora.

Repetir el lavado como se indica en el punto 5.

8. Adicionar a cada pozo 100 uL de solucion de cromogeno, cubrir la placa de
cualquier fuente de luz e incubar a temperatura ambiente de 28 a 32
mMinutos.

9. Adicionar 100 pL de solucion de paro a cada pozo pasando la dltima
incubacion, inmediatamente leer las absorbancias utilizando los filtros de
450/650nm.

10. Registrar las absorbancias obtenidas y con éstas realizar los calculos.

~

Calculo de resultados
Los calculos se realizan como se muestra en el ejemplo siguiente

Se tienen los siguientes resultados de absorbancias a una lectura de 450/650
nm.

INDRE Pagina 53 de 85
Noviembre 2018 Version 1.



Fesult Data

1 2 3 4 a G 7 a g 10 11 12
A 0.910) | 0.017 ] 0 ] ] ] ] 0 ] ] 0
B 0.501| | 0.016 ] 0 ] ] 0 ] 0 ] ] 0
C 0.059] | 0.017 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
D 0.07& | 0.022 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E 1.200| | 0.014 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F 0.085| | 0.021 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
G 0758 | 0.013 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H 0.950 | 0. 023‘ ] 0 ] ] ] ] 0 ] ] 0

ABS de pozos con ABS de pozos con

antigeno viral

1. Realizar diferencia de absorbancias de los pozos con antigeno viral
mMenos las absorbancias de los pozos de antigeno control para obtener

antigeno control

los valores de AA. en este caso la columna 1 se le restara la columna 2.
2. Calcular la media de las AA de los P/P.

3. Calcular el factor de correccion para ese ensayo con el dato del valor
nominal incluido en la Tabla de valores de cédigo de barras del estuche
con la siguiente formula.

4. A las AA de las muestras multiplicarles el factor de correccion,
obteniendo las absorbancias corregidas. (AAgc)

Factor de correcciéon (FC) =

Valor tedrico

1 2 AR
A 0.010 | 0.017 | .93
B 0.501 | 0.016 | o0.485
C 0.062 | 0.017 | o0.052
D 0.073 | 0.022 | op.056
E 1.200 | 0.014 | 1.186
F 0.085 | 0.021 | p.064
G 0.758 | 0.013 | o0.745
H 0.950 | 0.023 | 0927

MEDIA
T(P/P)= 0.910

Si el Valor nominal del estuche
es 048
Factor de correccion
FC = 08 _ 0.989
o090

La determinacion cuantitativa de 1IgG de una muestra se realiza cuando se
obtiene un resultado indeterminado o positivo, utilizando los criterios de

absorbancia corregida (AAec). Los resultados negativos se expresan en

absorbancia y no deben ser cuantificados.

INDRE

Noviembre 2018

AA promedio del P/P

—»

AR Abrc
0.893 P/N
0.485 0.480
0.052 0.051
0.056 0.055
1.186 1.173
0.064 0.063
0.745 0.737
0.927 P/N
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NOTA: Las muestras que presenten un valor medido (AA) sin corregir > 2.5,
deben repetirse a una dilucion de las muestras 1+2309, de o contrario no
pueden valorarse adecuadamente debido a las desviaciones de la ley de Beer-
Lamber que aplican a los métodos fotomeétricos.

La cuantificacion en IU/mL para rubéola o mlU/mL para sarampion se realiza
segun las siguientes formulas:

log,, IU/mL = (&) (AApc")
log,,mIU/mL = (a) (Apc?)

Los valores para las constantes a y B, son dependientes del lote de los reactivos.
Se deben tomar de la tabla de codigo de barras que viene incluida en el
estuche de los reactivos. Notese que las formulas para sarampion y rubéola
son muy similares, lo que hace la diferencia para obtener los valores ya sea en
mIU/mL o IU/mL son los valores de a y B.

A continuacion se muestra un ejemplo de como realizar el calculo con los
siguientes datos para rubéola.

a = 1.6841
B = 0.4016

Para una muestrea con AArc= 1173 Sustituyendo en la formula
log,, IU/mL = (&) (AArc?)
log,o IU/mL = (1.6841)(1.1730-4016)
logyo [U/mL = 1.7955

Eliminado el logaritmo base 10 se obtiene el resultado en IU/mL
Ul/mL = 1017955
Ul/mL = 62.44

El resultado de 62.44 Ul/mL serd el resultado que se reportara.

EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS.
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Equipo

Mater

GCabinete de Bioseguridad clase |l.
Refrigerador.

Congelador.

Agitador magnético.

Pipeta Monocanal de 20-200 pL.
Pipeta Monocanal 100-1000 uL.

ial

Puntas con filtro, estériles, libres de ARNsa y ADNsa, con capacidad de
20-200 ulL.

Puntas con filtro, estériles, libres de ARNsa y ADNsa, con capacidad de
200-1000 pL.

Tubos tipo eppendorf, estériles, libres de ARNsa y ADNsa, con
capacidad de 1.7 mL.

Casas estériles.

Guantes de nitrilo (libres de talco).

Batas desechables.

Gradillas de unicel para tubos tipo eppendortf.

Estaciones para trabajo en frio para tubos tipo eppendorf.

Reactivos

Prepa

Estuche para extraccion de ARN viral, (QlJAamp® Viral RNA Mini Kit)
Marca QIAGEN, catalogo 52906.

Agua calidad o grado biologia molecular. Marca Roche, catalogo: 033 159
32 001

Etanol al 75%.

Etanol grado biologia molecular (96-100%).

Solucion para eliminacion de ARNasas

racién de reactivos

Secuencia de Etapas Actividad

Sol

Con una micropipeta utilizando puntas con filtro se adiciona
310 pyL de Amortiguador AVE a el tubo del acarreador de
RNA liofilizado obteniendo una concentracion final de 1
ucion de acarreador | pg/uL.

Se realizan alicuotas de (100 yL) y se almacenan a una
temperatura de -20 °C. Nota: Evitar congelar y descongelar
mas de tres veces.
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Se prepara la cantidad necesaria acorde a la cantidad de
muestras a trabajar. En un tubo cdénico se adicionan 10
partes de buffer AVL mas una parte de solucion de
acarreador buscando una dilucion de 1:10.
Ejemplo:
# Buffer AVL | Acarreador
Solucion de_ AVL de I\/Iue1stras (Orglé) (E_é)
trabajo 4 224 224
8 4.48 44.8
12 6.72 67.2
16 896 89.6
20 1.20 12.0
24 13.44 134.4
No. de Vol. de AWI1 Vol. de Volumen
preparaciones concentrado etanol (96- final
Solucién AW1 100%)
50 19 mL. 25mL. 44 mL
250 98 mL. 125 mL. 223 mL.
No. de Vol. de AW2 Vol. de Volumen
preparaciones concentrado etanol (96- final
Solucion AW2 100%)
50 12 mL. 30 mL. 43 ML
250 66 mL. 160 mL. 226 mL.

Metodologia para la extraccidon de ARN

Realizar el listado de las muestras a trabajar. En base a listado se
rotularan tubos conicos de 1.7 mL con el numero de muestra. Se rotula
un tubo extra como control de extraccion CE.

A cada tubo rotulado se le adiciona 140 pL de muestra correspondiente
previamente descongelada y homogenizada. Terminado esto a todos
los tubos conicos con muestra se les adiciona 560 uL de solucion de
trabajo AVL y se homogenizan con un agitador vortex durante 15
segundos. Al tubo CE se le adiciona agua en lugar de muestra y se
trabaja de la misma forma que las muestras.

Se incuban las muestras durante 10 min a temperatura ambiente,
terminado este tiempo se centrifugan las muestras durante 30
segundos a 8000 rpm.

A cada tubo se adicionan 560 uL de etanol grado biologia molecular, se
agitan durante 15 segundos y nuevamente se centrifugan durante 15
segundos a 8000 rpm.
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e Se rotulan las tapas de las columnas con el numero de muestra que se
trabaja y a estas se les adiciona 630 pL del lisado de muestra
correspondiente.

e Se centrifuga durante un minuto a 8000 rpm a una temperatura de 4 a
8° C.

e Se cambia el tubo colector por uno nuevo y a la columna adicionarle
nuevamente 630 plL del lisado de muestra correspondiente.

e Se centrifuga durante un minuto a 8000 rpm a una temperatura de 4 a
8° C.

e Cambiar el tubo colector por uno nuevo y a la columna adicionarle 500
ulL de solucion de AW1 y centrifugar durante un minuto a 8000 rpm a
una temperatura de 4 a 8 °C.

e Cambiar el tubo colector por uno nuevo y a la columna adicionarle 500
ulL de solucion de AW2 y centrifugar durante tres minutos a 14000 rpm
a una temperatura de 4 a 8 °C.

e [ a columna se cambia a otro tubo conico nuevo previamente rotulado
con el mismo numero de la columna. Se adiciona 60 ulL de solucion AVE
a cada columna y se centrifugan durante un minuto a 8000 rpm a una
temperatura de 4 a 8°C.

e Seelimina la columna, los tubos con eluato se tapan y se almacenan de
-15a -25 °C si se realizara la amplificacion ese mismo dia, de no ser asi se
almacenan de -65 a -75 °C.

Consideraciones

Todos los desechos de los tubos colectores se deben descartar en un
recipiente exclusivo para su posterior eliminacion como residuo CRETI.

Las soluciones de extraccion AVL y AWI1 contienen sales de guanidina, las
cuales pueden formar compuestos altamente reactivos cuando se combinan
con cloro.

La extraccion de ARN puede realizarse mediante equipos automatizados. Para
esto se recomienda comparar el rendimiento obtenido mediante la
metodologia automatizada contra la metodologia de extraccion manual

DETECCION DEL VIRUS DE RUBEOLA MEDIANTE RT PCR TIEMPO REAL
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Equipo

GCabinete de Bioseguridad para PCR

Estacion de trabajo con Flujo Laminar
Refrigerador

Congelador

Ultracongelador

Microcentrifuga

Agitador magnético

Micropipeta de volumen variable entre 0.5-10 L
Micropipeta de volumen variable entre 20-200 ulL
Micropipeta de volumen variable entre 100-1000 L (2)
Termociclador en tiempo real

Material

INDRE

Puntas con filtro, estériles, libres de ARNsa y ADNsa, con capacidad de
0.5-10 yL.

Puntas con filtro, estériles, libres de ARNsa y ADNsa, con capacidad de
2-20 uL.

Puntas con filtro, estériles, libres de ARNsa y ADNsa, con capacidad de
10-100 uL.

Puntas con filtro, estériles, libres de ARNsa y ADNsa, con capacidad de
20-200 ulL.

Puntas con filtro, estériles, libres de ARNsa y ADNsa, con capacidad de
200-1000 pL.

Tubos tipo eppendorf, estériles, libres de ARNsa y ADNsa, con
capacidad de 1.7 mL.

Casas estériles.

Guantes de nitrilo (libres de talco).

Batas desechables.

Papel aluminio.

Cradillas de unicel para tubos tipo eppendortf.

Estaciones para trabajo en frio para tubos tipo eppendorf.

Placas de polipropileno con 96 pozos claros especiales para PCR en
tiempo real con capacidad de 5.0-125 uL.

Tiras con 8 tubos especiales para PCR en tiempo real con capacidad de
0.2 mL.

Tiras con 8 tapas opticas ultra claras especiales para PCR en tiempo
real.
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Marcadores indelebles de punto fino.
Contenedores y bolsas para desecho de material bioldgico-infeccioso.
Pinzas

Reactivos

Enzima para amplificacion: SuperScript Il One-Step RT-PCR con
Platinum, Marca Invitrogen, Marca Bio-Rad, o Marca Ag-path.

Agua calidad PCR libre de ARNsa.

Iniciador delantero de Rubéola (RV11): 5 CAA CAC CCC GCA CGC ACAAC
2

Iniciador reverso de Rubéola (RV12): 5 CCA CAA GCC GCC AGCAGCT CAZ
Iniciador reverso de Rubéola (RV12-2): 5 CCA CCGA GCC GCGC AACACT CC
2

Sonda de Rubéola: 5 FAM-AG GTC CAG GTC CCG CCC CAC -BHQ1 3
Iniciador delantero de ARNsaP humano (HURNASE-P-F): 5 ACATTT GGA
CCTGCCAGC G 3.

Iniciador reveso de ARNsaP humano (HURNASE-P-R): 5 CAGC CGG CTG
TCT CCACAACT 3.

Sonda (BHQI HURNASE-P):.5FAM-TTC TCA CCT GAA GGC TCT GCG CG-
BHQ1 3

Etanol al 75%.

Etanol grado biologia molecular (96-100%).

Hipoclorito de sodio al 5%.

Solucion para eliminacion de DNA y RNA

Materiales Biolbgicos

Cepa caracterizada de Rubéola utilizada como control positivo.

Preparacion del area de trabajo

Cada una de las areas de trabajo, debe de contar con el material, equipo,
reactivos y personal exclusivo.

Antes de empezar, el gabinete de bioseguridad o flujo laminar de cada una de
las areas de trabajo (extraccion de ARN, preparacion de mezcla maestra de
reaccion y de ARN's de muestras problemas), debera limpiarse con hipoclorito

INDRE
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de sodio al 5%, agua bidestilada y etanol al 75%, siguiendo ese orden. Irradiar
con luz ultravioleta durante 20 minutos antes y después de & trabajar. Si se
cuenta con soluciones inhibidoras de ARN's y ADN's, se recomienda realizar la
limpieza con estas soluciones antes y después de trabajar. EI material
necesario gue se va a usar debe estar listo en cada una de las areas de trabajo.

Programacion del equipo

1.  Encender el Termociclador y su computadora portatil correspondiente.
od
2. En la pantalla del escritorio dar doble clic en el siguiente iconokiis,
3. En la pantalla “New Document Wizard”, seleccionar “standard 7500"
dando clic en “Run Mode”, nombrar la plantilla de trabajo y dar clic en

“next”.

fn.- Docoment Wirard
Orotove 0ox commasd

Tt Bt e O D g M B GOt wd e e (G e e Gt

o RIS — -

N T ™ ' ol

Lt Documen ol  Bewe |
(lesded ™00 -l

Lssm

4. Enla pantalla “Select Detectors” seleccionar los detectores RUB (color a
eleccion) y RP (color a eleccion) con su Fluoroforo FAM, asi como
seleccionar el colorante de referencia "ROX" y dar clic en "“next". Si se
corren sarampion y rubéola en la misma placa, el color de los detectores
deben ser diferentes.

Mow [0z urmnt Wizard =

Sedect Detmctons
Sk the datacttar yov wdl b g 11 1 Socurew

Fr Fate alw Passton Retesncn [ROI v

H | Deteitas e | Dexcrpmsen | Beporter | Ouenct ~ Oedacton n Docavet
[macer FUNANDNA PAN (rone)
] 1951 8 Rt egs FAM
[1 16431 B pavtusss 3
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5.

En “Set up simple plate” seleccionar los espacios donde se desea colocar
a los detectores de Rub y RP para el analisis de las muestras, en el
espacio “task” seleccionar “NTC" para los controles de reactivo;
‘unknown” para las muestras y controles de RP; “Standard” para los
controles positivos asi como, escribir la concentracion de los mismos y
dar clic en “Finish”.

Now Document Wizard

Set Up Sample Plale
Catup the sanpls plate wath tagks, quantbes and detectons

Une Detocton Reporter Oumncher  Task I Onpantiey
r wmr Fan (nore) Unknoemn
< >

< Back | Frah Cancal

6. Seleccionar las condiciones del ensayo siguientes.

INDRE
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Paso 1. Transcripcion reversa (RT): 48°C /30 min.

Paso 2. Activacion de la ADN polimerasa y desnaturalizaciéon: 95°C /
5min.

Paso 3. 40 ciclos de amplificacién (PCR): 95°C /15 seg.

Paso 4. Extension: 60°C /1 min.
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7. Guardar la plantilla como “'SDS templates” (figura 5).

Save in: ]w.‘,_) My Documents

N ) CALIBRACION
< &S
ha ) I Cybetlink
My Recent LADengue
Docun.wnta (A My Music
' _\' ‘:jMy Plctures
any Vidmos

Desktop |

My Docurments
8
My Computer
8. Guardqd la®drrida y dar CQIZDE_DZ&L(Sla_Lt)_a_La_L%aC(iIOﬂ
Mypr;:t:vxovk File name F’l ANTILLA Save
Metodologl,a [y Gave.lo: sDS Tnlnlll»\l[ et __ Cancel

Preparacidén de reactivos.

Los iniciadores para Rubéola (gen EI) se hidratan con agua grado biologia
molecular y se debben de preparar a una concentracion de 20 UM para obtener
una solucion de trabajo.

La sondas para rubéola (gen ET) se preparan a una concentracion de 10uM para
obtener una solucion de trabajo.

Los iniciadores de ARNsa P se hidratan con agua grado bilogia molecular, para
prepararlos a una concentracion de 20 UM para tener una solucion de trabajo

La sondas para ARNasa P se prepara a una concentracion de 10uM para
obtener una solucion de trabajo.
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El control positivo de ARN para rubéola es suministrado por el laboratorio de
EFES del INDRE a través de lisados celulares infectados por el virus de rubéola
in vitro para usarlo como stock y preparar los controles altos y bajos.

1. Realizar la extraccion de ARN del lisado celular.

2. Una vez extraido el ARN, hacer 5 diluciones seriales; 1/10 1/100, 1/1000,
1/10000 y 1/100000.

3. Con las diluciones anteriores realizar una curva cualitativa en un ensayo
de RT-PCR en Tiempo Real para determinar los controles de rubéola con
una concentracion baja (CP BAJO) y los controles de rubéola con
concentracion alta (CP ALTO).

4. EICP BAJO, debe presentar un valor de Ct entre 29 - 35,

5 EICP ALTO, debe presentar un valor de Ct entre 22 - 27.

Una vez obtenidos los productos de ARN con las diluciones que correspondan
para controles con concentracion baja y alta, de acuerdo al valor de Ct
obtenido, se debera alicuotar y conservar a -20 ¢ -70°C hasta su uso.

Importante. Siempre trabajar con el ARN a 4 +/-1°C. No se deberd trabajar con
ARNs en el mismo lugar donde se realiza la preparacion de la master mix.

El control positivo de ARNsa P humana: utilizar una muestra de exudado
faringeo con resultado negativo al gen E1 de rubéola, con un valor de Ct para
RP entre 26 — 30.

Calculo de reactivos y ubicacién de muestras.

Realizar un esquema de la distribucion de las muestras y de los controles los
cuales deben colocarse por duplicado. Con base al nUmero de muestras, y
controles (positivos y negativos, tanto del gen viral como de ARNsa P) se
realizaran los calculos correspondientes para preparar la mezcla maestra de
reaccion, estos datos, se deben anotar en la bitacora de trabajo
correspondiente. Se recomienda utilizar, alguna de las siguientes
distribuciones para las muestras y controles:
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A NTC M1 M2 M2 M4 M5 ME M7 Me Mo M10 M4
B NTC M1 M2 M2 M4 M5 MG M7 Mo Mo M10 M1
C M12 M13 M14 M15 M16 M17 M18 M13 Mz0 Mz1 Mz2 M23
D M1z2 M13 M14 M15 M16 M17 M18 M13 Mz0 Mz1 Mz2 M2Z3
E
E
G CN o] (o] (W] (o]
EXT | aLTo | ALTO | BAJD | BAJD
H CN (o] (W]
EXT RP RP
1 2 3 4 5 B 7 5 9 10 11 12
A NTC M4 Ma M12 CH
EXT
B NTC M4 ME M1z CH
EXT
C M1 M5 M M13 cp cp
ALTD | ALTOD
D M1 M5 M M13 cp cp
RP RP
E M2 ME M40 Mid cp cp
BAID | BAID
F M2 ME M40 M14
G M2 M7 M1 M15
M2 M7 M11 M15

2. Realizar los calculos de cada uno de los reactivos, de acuerdo al nUmero
de muestrasy controles. Se recomienda preparar un excedente para una
muestra mas. En las siguientes tablas, se muestra la cantidad de
reactivos para amplificar 1 muestra
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Rubéola | ARNsa RP
componente | Vol/rx (uL) componente ] Vol/rx (uL)
Agua libre de nucleasas | 7.2 | Agua libre de nucleasas | 7.2
Mix de reaccion 2x 12.5 Mix de reaccion 2x | 12.5

"RV11I 05 HURNASE-P-F | 0.5

RV12 | 05 1 HURNASE-P-R 0.5

“RV12-2 05 Sonda |05

Sonda |05 ' ROX | 0.05
ROX 0.05 Inhibidor de ARNsa | 0.25
_Inhibidor de ARNsa | 0.25 ‘ Enzima | 0.5

Enzima | 0.5 . RNA | 2.5

RNA 2.5 total 24.5
total | 27.25

3. Abrir el programa del termociclador, para crear un nuevo documento
(placa) basandose en el formato existente (“Plantilla Rubéola”); para
ubicar en la misma posicion las muestras y los controles en la placa del
programa asi como en la bitacora de trabajo.

4. Guardar el documento elaborado con el formato de fecha (dd/mm/aa)
en la carpeta correspondiente.

Preparacidn de mezcla maestra de reaccion.

1. Limpiar el area, y sacar del congelador los reactivos a utilizar,
manteniéndolos en frio en un contenedor con cama de hielo.

2. Agregar a un tubo tipo eppendorf de 1.7 mL cada uno de los reactivos
gue conforman la mezcla maestra de reaccion en base a la bitacora de
trabajo realizada.

3. Agregar 225 uL de la mezcla maestra de reaccion a cada tubo o pozo a
utilizar.

4. Agregar 2.5 L de agua calidad biologia molecular al tubo o pozo que
contendra el control negativo de reactivos (NCT) y taparlo.

5. Pasar al area de adicion de ARN los tubos o pozos que contienen la
mezcla maestra de reaccion evitando exponerlos al ambiente, para ello
se deben trasladar en una caja limpia, cerrada y libre de ARNas y ADNas.

Adicidon de los RNA de muestras problemas y controles.

1. Limpiar el area.
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2. Agregar 25 ulL del ARN de la muestra problema a cada tubo/pozo
siguiendo la ubicacion de la bitacora de trabajo correspondiente, en
primer lugar se agrega el RNA de la muestra problema, agregando al
final los controles positivos y los estandares (en caso de cuantificacion).
Al terminar de colocar una hilera, esta debera de taparse usando las tiras
de tapas. Se debe evitar el contacto directo de los guantes al momento
de tapar.

3. Ingresar los tubos/pozos al termociclador, seleccionar en el programa el
protocolo de amplificacion (“Rubéola”) e iniciar la corrida.

Anadlisis e Interpretacién de los resultados.

Los valores de CT de las muestras y los controles se obtienen después de
ajustar el valor del umbral (threshold). Este se ajusta sobre los valores de la
fluorescencia emitidos por los controles NTC.

La interpretacion de los resultados (CT) se hace a partir de la siguiente tabla:

Gen Viral (CT) Gen de la RNAsas P (CT) Resultado
= 40 ciclos = 40 ciclos Positivo
= 40 ciclos Indeterminado Positivo

Indeterminado = 40 ciclos Negativo

Indeterminado Indeterminado

Criterios de aceptacion o rechazo del ensayo.

Los criterios se muestran en la siguiente tabla

Control Valores de CT Interpretacion
MNTC Indeterminado Valido
CM EXT Indeterminado Valido
XCP bajo Entre 29 a 35 Valido
XCP alto Entre 22 y 27 Valido
CPRP Entre 26y 30 Valido

Sialguno los controles no es valido, la prueba debera repetirse.

INDRE Pagina 67 de 85
Noviembre 2018 Version 1.



Si se obtiene un resultado positivo, éste se debera repetir desde el
procedimiento de extraccion.

DETECCION DEL VIRUS DE SARAMPION MEDIANTE RT PCR TIEMPO REAL
Equipo

e Gabinete de Bioseguridad para PCR

e Estacion de trabajo con Flujo Laminar

e Refrigerador

e Congelador

e Ultracongelador

e Microcentrifuga

e Agitador magnético

e Micropipeta de volumen variable entre 0.5-10 yL
e Micropipeta de volumen variable entre 20-200 pL
e Micropipeta de volumen variable entre 100-1000 L (2)
e Termociclador en tiempo real

Material

e Puntas con filtro, estériles, libres de ARNsa y ADNsa, con capacidad de

0.5-10 yL.

e Puntas con filtro, estériles, libres de ARNsa y ADNsa, con capacidad de
2-20 ulL.

e Puntas con filtro, estériles, libres de ARNsa y ADNsa, con capacidad de
10-100 uL.

e Puntas con filtro, estériles, libres de ARNsa y ADNsa, con capacidad de
20-200 pulL.

e Puntas con filtro, estériles, libres de ARNsa y ADNsa, con capacidad de
200-1000 L.
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Tubos tipo eppendorf, estériles, libres de ARNsa y ADNsa con
capacidad de 1.7 mL.

Casas estériles.

Guantes de nitrilo (libres de talco).

Batas desechables.

Papel aluminio.

GCradillas de unicel para tubos tipo eppendortf.

Estaciones para trabajo en frio para tubos tipo eppendorf.

Placas de polipropileno con 96 pozos claros especiales para PCR en
tiempo real con capacidad de 5.0-125 L.

Tiras con 8 tubos especiales para PCR en tiempo real con capacidad de
0.2 mL.

Tiras con 8 tapas opticas ultra claras especiales para PCR en tiempo
real.

Marcadores indelebles de punto fino.

Contenedores y bolsas para desecho de material bioldgico-infeccioso.
Pinzas

Reactivos

INDRE

Enzima para amplificacion: SuperScript Il One-Step RT-PCR con
Platinum, Marca Invitrogen, Marca Bio-Rad, o Marca Ag-path.

Agua calidad PCR libre de ARNsa.

Iniciador delantero de Sarampion (MVNT1139-F): 5' TGGC CAT CTGC AAC TCG
CTATCACZ

Iniciador reverso de Sarampion (MVNI1213-R): 5" TGT CCT CAG TAG TAT
GCCATTGC CAA ¥

Sonda de Sarampion (MVNP1163-P): 5’ FAM- CCGC AGGC ATGC CAAGGCTTG
TTT CAG A-BHQ1 3

Iniciador delantero de ARNsaP humano (HURNASE-P-F): 5" ACATTT GGA
CCT GCCACCGC 3.

Iniciador reveso de ARNsaP humano (HURNASE-P-R): 5 CAC CGGC CTG
TCT CCACAACT 3.

Sonda (BHQ1 HURNASE-P):.5FAM-TTC TCA CCT GAA GGC TCT GCG CG-
BHQ1 3’

Etanol al 75%.

Etanol grado biologia molecular (96-10%).

Hipoclorito de sodio al 5%.

Solucion para eliminacion de ADN y RNA.
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Materiales Biol&gicos

e Cepa caracterizada de Sarampion utilizada como control positivo.

Preparacion del drea de trabajo

Cada una de las areas de trabajo, debe de contar con el material, equipo,
reactivos y personal exclusivo.

Antes de empezar, el gabinete de bioseguridad o flujo laminar de cada una de
las areas de trabajo (extraccion de ARN, preparacion de mezcla maestra de
reaccion y de ARN's de muestras problemas), debera limpiarse con hipoclorito
de sodio al 5%, agua bidestilada y etanol al 75%, siguiendo ese orden. Irradiar
con luz ultravioleta durante 20 minutos antes y después de a trabajar. Si se
cuenta con soluciones inhibidoras de ARN’s y ADN’s, se recomienda realizar la
limpieza con estas soluciones antes, y después de trabajar. EI material
necesario gue se va a usar debe estar listo, en cada una de las areas de trabajo.

Programacioén del equipo
1. Encender el Termociclador y su computadora portatil correspondiente.

od
2. Enla pantalla del escritorio dar doble clic en el siguiente icono.
3. En la pantalla “New Document Wizard”, seleccionar “standard 7500"
dando clic en “Run Mode", nombrar la plantilla de trabajo y dar clic en
‘next”.

Defvne Documers
Satoct baw ariy, corderer. ared henpdsie b Bee Govurmet. and erder $ 0po oar nesns and coaTTe:

Cortarme | 56wl Do
Tawplone | Blara Docsavwre ol B

Fam Mode | Srandond 1500

9. Enlapantalla rlos detectores SAR
(color a eleccion) y RP (color a eleccion) con su Fluoroforo FAM, asi como
seleccionar el colorante de referencia "ROX" y dar clic en "next”’. Si se
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corren sarampion y rubéola en la misma placa, el color de los detectores
deben ser diferentes.

:‘ l:u:.—um |n-m.m-]-.....;..A[7m._.A
3
4 En‘“Setupsin R — onde se desea colocar

a los detectOores ooy R parc oranmamne de las muestras, en e
espacio “task” seleccionar “NTC" para los controles de reactivo;
‘unknown” para las muestras y controles de RP; “Standard” para los

controles positivos asi como, escribir la concentracion de los mismos y
dar clic en “Finish".

Now Document Wizard

Set Up Sample Plate
Setup the samgle plate with taks, quantbes and datectors

Use Detoctor Roporter ouencher | Task | Ouantiy
r » ran inore) Unknoren

5. Seleccionar las condiciones del ensayo sigulentes.

Paso 1. Transcripcion reversa (RT): 48°C /30 min.

Paso 2. Activacion de la DNA polimerasa y desnaturalizacion: 95°C /
5min.

Paso 3. 40 ciclos de amplificacion (PCR): 95°C /15 seg.

Paso 4. Extension: 60°C /1 min.

X 7700 | wxt Fystnm SIS Sattware - [Plesed (Siandwr @ Curvm))
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IE R SR ELE DAY

ST T T

Irwtraverd Cortcd Tonwe ot ow
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6. Guardar la plantilla como "'SDS templates” (figura 5).

Save As

Save in: I‘,‘__) My Doouments 'I ¢= o -
5 [acaLBrACIoN
P
[ 3 I Cybetlink
My Recent LA Dengue
Doouments (A My Music

| 4} (P My Pictures
| By videos

Desktop |

My Documnents

J

.

8

My Computer

@« | |

»
—

My Network — Fils name [PLAMTILLA ~| Save |

7. Guardpr Igﬂcgorr?cfawiddfﬂ“@o'm%rvzar (Start)=a la résecipn.

Metodologia para deteccidn del virus de Sarampidn.
Preparacidon de reactivos.

Los iniciadores para Sarampion se hidratan con agua grado biologia molecular
y se deben de preparar a una concentracion de 15 uM para obtener una
solucion de trabajo.

Las sondas para sarampion se preparan a una concentracion de 12.5 uM para
obtener una solucion de trabajo.

Los iniciadores de ARNsa P se hidratan con agua grado bilogia molecular, para
prepararlos a una concentracion de 15 UM para tener una solucion de trabajo

Las sondas para ARNasa P se preparan a una concentracion de 5uM para
obtener una solucion de trabajo.

Preparacién de controles
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El control positivo de ARN para sarampion es suministrado por el laboratorio
de EFES del InDRE a través de lisados celulares infectados por el virus de
sarampion in vitro para usarlos como stock y preparar los controles altos y
bajos.

1. Realizar la extraccion de ARN del lisado celular.

2. Una vez extraido el ARN, hacer 5 diluciones seriales; 1/10 1/100, 1/1000,
1/10000 y 1/100000.

3. Con las diluciones anteriores realizar una curva cualitativa en un ensayo
de RT-PCR en Tiempo Real para determinar los controles de sarampion
con concentracion baja (CP BAJO) y los controles de sarampién con
concentracion alta (CP ALTO).

4. EICP BAJO, debe presentar un valor de Ct entre 29 - 35.

5 EICP ALTO, debe presentar un valor de Ct entre 22 - 27.

Una vez obtenidos los productos de RNA con las diluciones que correspondan
para controles con una concentracion baja y alta, de acuerdo al valor de Ct
obtenido, se debera alicuotar y conservar a -20 ¢ -70°C hasta su uso.

Importante. Siempre trabajar con el ARN a 4 +/-1°C. No se deberd trabajar con
ARNSs en el mismo lugar donde se realiza la preparacion de la master mix.

El control positivo de ARNsa P humana: utilizar una muestra de exudado
faringeo con resultado negativo al gen N de sarampion, con un valor de Ct para
RP entre 26 — 30.

Calculo de reactivos y ubicacién de muestras.

1. Realizar un esquema de distribucion de las muestras y de los controles
los cuales se deben colocar por duplicado. Con base al numero de
muestras, y controles (positivos y negativos, tanto del gen viral como de
ARNsa P) se realizaran los calculos correspondientes para preparar la
mezcla maestra de reaccion, estos datos, se deben anotar en la bitacora
de trabajo correspondiente. Se recomienda utilizar alguna de las
siguientes distribuciones para las muestras y los controles:
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A NTC M1 M2 M3 M4 M5 ME M7 e Mo M10 M11
B NTC M1 M2 M3 M4 M5 MG M7 ME Mo M10 M11
C M1z M13 M14 M15 M16 M17 M18 M13 M20 Mz1 mz2 MzZ3
D M12 M13 M14 M15 M16 M17 M18 M139 M20 M21 mz2 M23
E
E
G CN cP P cP P
EXT | aLTO | ALTO | BAID | BAID
H CN P P
EXT RP RP
1 2 3 i | 5 [ 7 B 9 10 11 12
A NTC M4 Mz M12 CN
EXT
B NTC M4 Mz M12 CH
EXT
C M1 M5 Ma M13 cp cp
ALTO | ALTO
D M1 M5 M3 M13 cp cp
RP RP
E m2 ME M10 Mid cp cp
BAJD | BAJD
F M2 ME M10 M14
G M2 M7 M1 M15
M2 M7 M1 M15

2. Realizar los calculos de cada uno de los reactivos, de acuerdo al nUmero
de muestrasy controles. Se recomienda preparar un excedente para una
muestra mas. En las siguientes tablas, se muestra la cantidad de
reactivos para amplificar 1 muestra
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Sarampion ARNsa RP
componente Vol/rx (uL) componente Vol/rx (uL)
Agua libre de nucleasas 7.2 Agua libre de nucleasas 7.2
Mix de reaccion 2x 12.5 Mix de reaccion 2x 12,5
MVN1139-F 0.5 | HURNASE-P-F 0.5
' MVN1213-R 0.5 HURNASE-P-R 0.5
'sonda 0.5 Sonda 0.5
ROX 0.05 ROX 0.05
Inhibidor de ARNsa 0.25 Inhibidor de ARNsa 0.25
Enzima 0.5 Enzima 0.5
RNA 2.5 | RNA 2.5
| total 24.5 ' total 24.5
3. Abrir el programa del termociclador, para crear un nuevo documento

Prepa
1.

(placa) basandose en el formato existente (“Plantilla Sarampion”); para
ubicar en la misma posicion las muestras y los controles en la placa del
programa asi como en la bitacora de trabajo.

Guardar el documento elaborado con el formato de fecha (dd/mm/aa)
en la carpeta correspondiente.

racion de mezcla maestra de reaccioén.

Limpiar el area, y sacar del congelador los reactivos a utilizar,
manteniéndolos en frio en un contenedor con cama de hielo.

Agregar a un tubo tipo eppendorf de 1.7 mL cada uno de los reactivos
gue conforman la mezcla maestra de reaccion en base a la bitadcora de
trabajo realizada.

Agregar 22.5 yL de la mezcla maestra de reaccion a cada tubo o pozo a
utilizar.

Agregar 2.5 plL de agua calidad biologia molecular al tubo o pozo que
contendra el control negativo de reactivos (NCT) y taparlo.

Pasar al area de adicion de ARN los tubos o pozos que contienen la
mezcla maestra de reaccion evitando exponerlos al ambiente, para ello
se deben trasladar en una caja limpia, cerrada y libre de ARNas y ADNas.

Adicidn de los ARN de muestras problemasy controles.

1.

INDRE

Limpiar el area.
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2. Agregar 2.5 yL del ARN de la muestra problema a cada tubo/pozo
siguiendo la ubicacion de la bitacora de trabajo correspondiente, en
primer lugar se agrega el ARN de la muestra problema, agregando al
final los controles positivos y estandares (en caso de cuantificacion). Al
terminar de colocar una hilera, esta debera de taparse usando las tiras
de tapas. Se debe evitar el contacto directo de los guantes al momento
de tapar.

3. Ingresar los tubos/pozos al termociclador, seleccionar en el programa el
protocolo de amplificacion (“Sarampion)”) e iniciar la corrida.

Andlisis e Interpretacién de |los resultados.

Los valores de CT de las muestras y los controles se obtienen después de
ajustar el valor del umbral (threshold). Este se ajusta sobre los valores de Ia
fluorescencia emitidos por los controles NTC.

La interpretacion de los resultados (CT) se hace a partir de la siguiente tabla:

Gen Viral (CT) Gen de la RNAsas P (CT) Resultado
= 40 ciclos = 40 ciclos Positivo
= 40 ciclos Indeterminado Positivo

Indeterminado = 40 ciclos Negativo

Indeterminado Indeterminado

Criterios de aceptacion o rechazo del ensayo.

Los criterios se muestran en la siguiente tabla
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Control Valores de CT Interpretacion
MNTC Indeterminado Valido

CM EXT Indeterminado Valido

®CP bajo Entre 29 a 35 Valido

XCP alto Entre 22 y 27 Valido
CPRP Entre 26y 30 Valido

Sialguno los controles no es valido, la prueba debera repetirse.

Si se obtiene un resultado positivo, éste se debera repetir desde el
procedimiento de extraccion.

Anexo llI: Algoritmos de diagndstico
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Figura 4. Algoritmo para diagndstico de Sindrome de Rubéola Congénita O

a 6 meses
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Figura 5. Algoritmo para diagndstico de Sindrome de Rubéola Congénita 6
a 12 meses
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Guia de pruebas de laboratorio en ::asu*s esporadicos de sarampion o rubéola

Situscioneas
Situacion 1 Situacion 2 Situacion 3
sarampion Igk positive | Sarampion IgM negativo | Sarampion IR positivo
Técnicas 0 indeterminado/ o Rub£ola IgM negativo | Rubeols Igh positivo
Rubgéola 1gM positivo o El pacients cusnta con Paciente con aplicacion
indeterminzdo antecedente de vigje o | de vecunz = 30 dias
contacto con visitantes | anteriores a |3 aparicion
extranjeros. de exantsma.
ELISA IES Realizar = |3 primerz v | Realizar z |3 primerz ¥
s2gund3 musstra s2gunda musstra
# Elevacion de tres # Elevacion de tres
waces |3 waces |3
concentracion entre Concentracion entre
Iz primera y segunda Iz primera y segunda
confirma el caso confirma el caso
cuando s2 procesan cuando 52 procesan
en tiempos en tiempos A,
diferentes. diferentes.
s Elevacion de dos Elevacion de dos veces
weces |3 la concentracion entre
concentracion entre | la primera y s2gunda
la primera y segunda confirma el caso cuando
confirma el caso s2 procesan al mismao
cuando se procezan | tiempo.
al mismao tiempo.
RT-BCR &n Megativa: es necesario Megativa: es necesario
tiempo real la revision de los la revision de los Positivo: Proceds ala
resultados de 15, resultados de lzs. genotipificacion en
diagnéstico diferencial v | Positivo: 52 confirma el | INDRE
avidez. CEE0.
Positivo: 32 confirma el
CEE0.
ELISA INDRE rezlizara el
diagnastico | diagndstico diferencial
diferencial para ofros vires NA NA
exantematicos.
Avidez Iz& InDRE rezlizara I3
prueba de avidsz en A, A,
muestras Onicas.
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