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SINTESIS

Se presenta el papel del Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) en la vigilancia clinico
epidemioldgica de los virus del sarampion, rubeola y parotiditis (PRS) durante los afios 1988 al 2007. Se
muestra el desarrollo de algoritmos de trabajo a medida que se introdujeron técnicas y diversos tipos de
muestras en el diagnostico y se observa la disminucion de los casos positivos a sarampion desde un 16%
en 1988 a un 0,3% en 1993, cuando se confirmaron los dos ultimos casos de esta enfermedad en el pais.
Se demuestra la presencia de resultados falsos positivos en el ELISA (Ensayo inmunoenzimético sobre

fase sdlida, siglas del ingles, Enzime Linked Immnossorbent Assay) para la deteccion de anticuerpos de

tipo IgM al virus del sarampion, siendo necesario tomar una segunda muestra para la confirmacion de
los casos por Inhibicion de la Hemaglutinacion (IH). La deteccion de la avidez de los anticuerpos de
tipo 1gG al virus de la rubeola, en las muestras de suero de los trabajadores cubanos involucrados en el
brote del 2004, muestra un 88,2% de infeccién primaria al virus. Se confirman diferentes brotes de
parotiditis a partir de 2004 en adolescentes y adultos jovenes, encontrandose un 12,3%, 22,5% y 23% de
positividad en los afios 2005, 2006 y 2007 respectivamente. Al ser analizada la encuesta
seroepidemioldgica realizada en 1999, se hallé una disminucion en el nivel de los anticuerpos a
sarampion y rubeola en la poblacion de 6 a 10 afios de edad. Los resultados de este trabajo, apoyaron la
decision de las autoridades de salud de incorporar al programa de inmunizaciones, la reactivacion de la
triple viral a los 6 afios de edad y realizar una camparia de vacunacion a la poblacion entre 12 a 24 afios,

con esta misma vacuna.
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I. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes.

Cada afio fallecen en el mundo 10 millones de nifios menores de 5 afios, siendo el 25% debido a
enfermedades prevenibles por vacunas (OMS®, 2008).

Antes de la introduccion de la vacuna antisarampionosa en el programa de inmunizaciones en
los afios sesenta, casi todas las personas contraian esta enfermedad, fundamentalmente durante la
nifiez, presentdndose cerca de 130 millones de casos y méas de 2,5 millones de defunciones
anualmente (OMS?, 2006).

La parotiditis y la rubeola son consideradas como enfermedades leves, pero esta Ultima tiene gran
importancia para la salud publica, debido a que al producirse en las mujeres en el primer
trimestre del embarazo, sus hijos desarrollan el Sindrome de Rubeola Congénita (SRC),
naciendo més de 100 000 millones de nifios con estas malformaciones en todo el mundo, cada
afio (OMS?, 2006).

En 1994, los paises de Las Américas decidieron llegar a la meta de eliminacién del sarampion
para el afio 2000, produciéndose el cese de la transmision endémica en 2002. Posteriormente en
2003, junto a la region Europea, se adoptd la medida de eliminar la rubeola y el SRC en 2010 y
mantener ademas el control de la parotiditis, para lo cual era necesario implementar una
vigilancia efectiva a nivel global y el compromiso politico de lograr este objetivo ( Hersh y cols.,
2000; An6nimo?, 2005; Anénima®, 2006;Anénimo? , 2009).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en las diferentes estrategias para la eliminacion del
sarampion en Las Américas, los paises pertenecientes a las regiones del Sudeste Asiatico, Africa,
el Pacifico Occidental y el Mediterraneo Oriental, decidieron eliminar el sarampion entre el 2010
y el 2020, mientras que el alcance de la vigilancia de rubeola / SRC continu6 siendo deficiente, ya
que muchos de ellos no la incorporaron a su sistema de vigilancia de enfermedades transmisibles
(Dayan y cols., 2008; OMS?, 2010).
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En Cuba, antes de 1986, se realizaron diversas campafias de vacunacion contra el sarampion y la
rubeola, pero a partir de este afio es que se da inicio al programa de eliminacion de PRS, al ser
aplicada la triple viral, quedando establecida una vigilancia de laboratorio integrada a estos virus
(MINSAP?, 1995; MINSAP™ 1999).

Se lograron avances en la eliminacion de estas tres enfermedades y sus complicaciones en el pais, llegando
a reportarse los Ultimos casos de sarampidn en 1993 y de SRC en 1989, sin embargo, se produjo un brote
de rubeola en 2004 y de parotiditis ocurrieron varios desde el 2004 al 2007, en adolescentes y adultos

jovenes fundamentalmente, confirmados todos por el laboratorio (Valcarcel, 2007).

Se conoce que, una vez incorporada la vacuna viva atenuada contra PRS en los programas de
inmunizacion de los paises, se produce una disminucion en la incidencia de estas enfermedades,
sin embargo, las mismas contindan siendo una importante causa de morbilidad y mortalidad,
produciéndose brotes por el acimulo de susceptibles y la importacién de los virus desde zonas
endémicas (Anénimo°, 2008; Castillo® y Ruiz, 2009; Castillo” y Ruiz, 2009).

La vacunacion cambid la dinamica epidemioldgica de las enfermedades infecciosas, trayendo
como resultado una limitada persistencia de la inmunidad, ademaés, la evidencia clinica mostré no
ser suficiente para la confirmacién, por lo que la vigilancia de laboratorio, comenzd a jugar un
papel importante en la evaluacion de la incidencia y severidad de estas enfermedades, asi como
en el monitoreo y verificacion de la transmision y el conocimiento del perfil de susceptibilidad de
la poblacién (De Melker y cols, 2003; OMS?, 2006, Dayan y cols, 2008).

En Cuba, la incorporacion del LNR del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK) a la
vigilancia de PRS, permitié a través de los afios, introducir técnicas en el diagndstico para la
confirmacion de casos con sospecha clinica y epidemioldgica, ademéas de la realizacion de
encuestas seroepidemioldgicas para conocer el nivel de anticuerpos en la poblacion y su
capacidad de respuesta ante la exposicion a estos agentes, asi como realizar el diagnostico de
brotes, confirmar la transmision y determinar la fuente geografica de los mismos.

El estudio que se presenta, pretende mostrar el papel desempefiado por el laboratorio en el plan de

eliminacién de estas enfermedades, en el periodo comprendido desde 1988 al 2007.
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1.2. Hipotesis.

La participacion del laboratorio en el sistema de vigilancia del sarampion, la rubeola y la parotiditis,
brinda la informacién necesaria para el establecimiento de las estrategias hacia el control y la

eliminacion de estas enfermedades en Cubay América.
1.3. Objetivos.
General:

Participar en el perfeccionamiento del programa de eliminacion del sarampidn, la rubeola y la

parotiditis en Cuba.
Especificos.

1.- Integrar la vigilancia de laboratorio al programa de eliminacion de PRS en Cuba.

2.- Elaborar algoritmos de trabajo de laboratorio, para el diagnostico de estas enfermedades.
3.- Determinar la seroprevalencia de anticuerpos a estos virus en la poblacion cubana.
4.- Detectar y confirmar los brotes de PRS en el pais.

1.4. Novedad Cientifica.

La vigilancia de laboratorio de PRS representa un pilar importante en el programa de
eliminacion de estas enfermedades en Cuba, sirviendo como soporte cientifico al logro de
esta estrategia con una eficiencia alta.

A través de los afos, el laboratorio ha sido responsable de la confirmacion de los casos
sospechosos empleando algoritmos y protocolos de diagnostico validados y muestras
adecuadas, siendo suficientemente sensible como para detectar casos importados y sugerir,

a las autoridades de salud, adoptar modificaciones en el programa de vacunacion nacional.
I.5. Valor Teoricoy Préctico.

La confirmacién de los casos por el laboratorio es crucial en todo sistema de vigilancia que tenga

como objetivo la eliminacion de una enfermedad infecciosa a través del programa de vacunacion.
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Durante estos afios de estudio, el laboratorio jugo un importante papel en la vigilancia de PRS en
Cuba, dando una respuesta rapida ante un caso sospechoso de alguna de estas patologias, facilitando
las acciones oportunas ante cualquier evento.

Los estudios realizados aportan nuevos conocimientos al desarrollo de la vigilancia de laboratorio a
estos virus, iniciada hace més de 10 afios.

Los resultados presentados en este trabajo fueron objeto de 10 publicaciones cientificas y el capitulo
68 del libro Microbiologia y Parasitologia Médicas. Tomo Il. Paramixovirus y Rubeola (Premio de
la Critica Cientifica — Técnica 2001, Premio Anual de la Salud 2002 y Ponencia relevante del XIV
Forum Nacional de Ciencia y Técnica 2003).

Por el trabajo desarrollado por el laboratorio en la vigilancia a sarampion, rubeola y parotiditis, se
realizd en el afio 2007 la acreditacion del mismo por parte de la Organizacién Panamericana de la
Salud y la Organizacién Mundial de la Salud (OPS/OMS), como LNR por su eficacia y desempefio

en la red de laboratorios que apoyan al programa de Inmunizacion de Las Américas.
1.6. Proyectos de Investigacion.

1.- Proyecto Ramal de Enfermedades Transmisibles: Seroprevalencia de anticuerpos a sarampion,
rubeola y parotiditis en una poblacion de 0 a 23 afios. 2002- 2003.

2.- Proyecto Ramal de Enfermedades Transmisibles: Aplicacién de técnicas de Biologia Molecular

al diagnastico del sarampidn y la rubeola en Cuba. 2005- 2007.

3.- Proyecto Internacional: Eliminacion de la infeccion por el virus del sarampion y la rubeola/SRC
en Las Ameéricas. 2000- 2010.

1.7. Publicaciones Cientificas.
1. Galindo M, Santin M, Resik S, Ribas MA, Guzméan M et al: Measles Elimination in Cuba.

Pan Amer. J Pub Healt. 1998; 4 (3). 171 -177.

2. Ribas MA, Arocha Y, Torafio I, Rodriguez C. Inmunovaloracion de IgM en muestras
sospechosas de sarampion clinicamente. Rev Cub Med Trop. 1998; 50 (2): 105 — 109.

3. Ribas MA, Ustaris C, Torres G et al: Presencia de anticuerpos al virus del sarampion en
pacientes con hemopatias malignas. Rev. Cub. Med. Trop. 2000; 52 (3): 211 -214.

4. Ribas MA, Valdes O, Valdivia A: Paramixovirus y Rubeola. En Microbiologia y
Parasitologia Médicas. Tomo Il. Cap. 68. 247-272. 2001.
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10.

Cancio R, Torres G, Ribas MA, Salazar I, Galindo M, Valcércel M, Garcia D, Rodriguez
C, Tejeiro Y. Vigilancia seroldgica de los virus de la rubeola, Sarampion y Parotiditis. Cuba
1992 - 2002. Revista Latinoamericana de Microbiologia. 2002; 44(4). Suplemento.

Ribas MA, Torres G, Cancio R, Salazar |1, Galindo M, Valcarcel M, Garcia D, Rodriguez
C, Tejeiro Y. Encuesta seroldgica a sarampidn, rubeola y parotiditis en personas de 7 meses
a 23 afios, durante 1997-98. Revista Latinoamericana de Microbiologia. 2002; 44 (4).
Suplemento.

Ribas MA, Galindo M, Valcarcel M, et al: Role of the virology diagnostic laboratory in the
surveillance of Rubella Virus. Cuba 1988-2000. Vaccine. 2004; 22 (31): 4287 —90.

Ribas MA.. Brote de Rubeola en Cuba/2004. Informe Técnico. IPK —20/2004.

Ribas MA, Galindo M, Valcarcel M, Garcia D, Rodriguez C, Tejeiro Y. Vigilancia
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Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

I1.1. Sarampion

11.1.1. Concepto.

El sarampion es una enfermedad infectocontagiosa caracterizada por fiebre, coriza, tos y
conjuntivitis, seguida por la aparicién de una erupcién maculopapular, cuya presencia produce una

mortalidad alta, en una poblacion que no estuvo expuesta al virus con anterioridad (Mason, 1995).
11.1.2. Historia.

Las primeras descripciones de esta enfermedad se le atribuyen a Abu Berr, un médico que vivié en
la antigua Persia, conocido también como Rhazes de Bagdad, el cual llam¢ al sarampion hasbah, lo
que en arabe significa “erupcion” y la distinguid de la viruela, considerandola como una
enfermedad menos severa. En 1670, Thomas Sydenhams describi6 la ocurrencia de un brote de
sarampion en Londres, proporcionando una imagen mas precisa de la enfermedad, llamando la
atencion sobre la severidad de la misma en el adulto y del peligro de las complicaciones
respiratorias (Griffin, 2007).

Los conocimientos sobre esta patologia aumentaron con las observaciones del médico danés Peter Panum, el
cual asistid a personas infectadas en una epidemia en las islas Faroe en 1846. Panum confirmé que el
sarampion era una enfermedad contagiosa y que se transmitia directamente por el contacto entre las personas,
defini6 los 14 dias de periodo de incubacion y demostrd que los pacientes se volvian mas infecciosos al final
del periodo prodromico cuando comenzaba a salir la erupcion ( Oxman, 1997).

En 1883, Hisch describio el impacto devastador de la infeccion por este virus en la poblacion de las
islas Fiji, confirmando las observaciones realizadas por Panum y concluyendo que la infeccion
desaparecia cuando no habia grupos de susceptibles (Ofcansky, 1984).Ya en 1954, Enders y
Peebles reportaron el aislamiento del virus en células de rifion de mono Rhesus de la sangre de un
paciente con sarampion agudo y describieron las caracteristicas de su efecto citopatico (ECP).

La presencia del sarampion en Las Américas, se debio a la colonizacion realizada por los europeos,
lo que provoco aproximadamente 56 millones de muertes. En el siglo XVII, los aztecas y otras

civilizaciones indias fueron desvastadas por las epidemias de esta enfermedad (Griffin, 2007).
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11.1.3 Agente Infeccioso.
11.1.3.1 Clasificacion.

El virus del sarampion es un miembro de la familia Paramixoviridae, género Morbillivirus, orden
Mononegavirales. Es pleomorfico, generalmente esférico, que mide de 120 a 150 nanometros (nm) de
didmetro y tiene un peso molecular de 4,5 X 10° daltons (Da). Presenta una doble capa lipidica que
envuelve a la nucleocapside helicoidal compuesta de Acido Ribonucleico (ARN) 'y proteina, con 15
000 a 19 000 nucledtidos, teniendo en su extremo 3’ alrededor de 50 nucledtidos y en el 5’ de 50 a 161
nucleotidos, estas regiones son esenciales para la trascripcion y replicacion y flanquean los seis genes del
virus (Bellini y cols, 1994; Griffin, 2007).

Se considerd por mucho tiempo como un virus monotipico antigénica y genéticamente estable, sin
embargo, tiene cierto grado de variabilidad, la cual fue descrita en los productos genéticos de la
nucleoproteina (N), proteina de la matriz (M), hemaglutinina (H) y la proteina de fusion (F), con el
uso de anticuerpos monoclonales y mas recientemente con el analisis de la secuencia nucleotidica
del Acido Desoxirribonicleico complementario (ADNc)(Griffin, 2007).

El genoma ARN es de cadena simple no segmentada y de polaridad negativa, no infeccioso, que
codifica para seis proteinas estructurales. La caracterizacion genética del virus salvaje del sarampion
se centro en el estudio de los genes que codifican para las proteinas H y N, que contienen un 8% de
variabilidad nucleotidica (Rota y Bellini, 2003). El gen F es casi invariable, con solo tres cambios
reconocidos en el cddigo, en contraste, la secuencia nucleotidica del gen H es muy variable, la
mayoria de estos cambios aminoacidicos se encuentran entre los residuos 167 y 241, donde se
localizan los cinco sitios de glicosilacion (Wild, 1997; Ratnam y cols, 2000).

Dos glicoproteinas diferentes se proyectan en la envoltura, la H de 78 - 80 kilodaltons (kDa) y la
proteina F, de 41-60 kDa, las cuales son necesarias para la union del virus a la membrana celular, ambas
tienen de 15 a 16 nm de longitud e interactiian con la proteina M (37 k Da) y esta a su vez con la
nucleocapside para participar en la maduracion viral. La nucleocapside helicoidal, consiste de cerca de 2
500 copias de N (60 kDa) unidas al genoma ARN, junto a un pequefio numero de copias de
fosfoproteina (P/72 kDa) y de la polimerasa (L/210 kDa). La nucleocapside tiene una estructura
helicoidal con un diametro de 17 a 18 nm (Figura 1) (Griffin, 2007).
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Figura 1. Genoma del virus del sarampion. Tomado de Fields, Virology, 2007.
11.1.3.2. Resistencia y sensibilidad a los agentes fisicos y quimicos.

El virus del sarampion es l4bil al calor, se inactiva a 56°C durante 30 minutos (min). La infectividad
disminuye en un 50% cuando se mantiene a 37 °C por dos horas, también se inactiva cuando se
expone a la luz ultravioleta y en presencia de solventes organicos como el éter, alcohol y fenol. Es
estable desde pH 5,0 — 10,5, se preserva a menos 70 °C y a 4 °C varios meses en un medio que

contiene proteinas (Bellini y cols, 1994).
11.1.3.3. Rango hospedero.

El hombre es el unico hospedero natural para el virus del sarampidn, pero también los primates no
humanos se infectan experimentalmente con cepas del virus salvaje. Hasta el momento no se
describen otros mamiferos susceptibles, aunque varias cepas fueron adaptadas a crecer en roedores
después de pases sucesivos en animales recién nacidos. Estas cepas no produjeron una infeccion
aguda como en el humano, pero sirvieron como modelo para el estudio de infecciones neuroldgicas
(Mason, 1995).

Los cultivos primarios de rifion humano y de mono son muy sensibles a la infeccion con este virus,
empledndose para ello las células linfoides y linfoblastoides humanas, pulmén embrionario,
conjuntiva, intestino, piel, misculo, etc. El fibroblasto de embrion de pollo, el amnios humano, asi
como las células de linea continuas como las VERO (Rifién de mono verde africano, siglas del

inglés African green monkey kidney cells) y las HeLa (Cancer Cervical, siglas del inglés, Cervical

cancer), permiten también el crecimiento del virus (Bellini y cols, 1994).

11
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En el afio 1991, las células de linea procedentes de linfocitos de monos marmoset infectados con virus
Epstein Barr (VEB)(B95a), fueron reportadas como de alta sensibilidad para el aislamiento. Mas
recientemente, la linea celular VERO/ASLAM, es la que se recomienda para el aislamiento del
sarampion, estas células tienen una sensibilidad similar a las B95a, pero no estdn cronicamente
infectadas con el VEB, por lo que no se consideran un material infeccioso. La replicacion viral
produce un ECP caracteristico que incluye la formacion de sincitios y la produccion de cuerpos de

inclusion eosinofilicos intranucleares e intracitoplasmaticos (Kobune y cols, 1991; Rota y cols, 2009).
11.1.4 Patogeniay patologia.

La infeccion con el virus del sarampidn, produce una de las enfermedades transmisibles de mayor
contagio que se conoce. El virus se disemina a través de aerosoles y solo una pequefia cantidad se
requiere para infectar a un individuo susceptible (Naniche, 2009).

Realiza su multiplicacion a nivel del aparato respiratorio y se disemina a los ganglios linfaticos
regionales, produciéndose una viremia primaria con infeccion de otros organos linfaticos. De 5 a 7
dias después, ocurre una segunda viremia con diseminacion a multiples 6rganos donde se incluyen
la piel, rifién, aparato gastrointestinal e higado, en los cuales se replica en las células endoteliales,
epiteliales, monocitos y macrofagos y va acompafiada de linfopenia. La presencia del virus en los
sitios linforreticulares, produce hiperplasia linfoide y células gigantes multinucleadas (Bellini y cols,

1994; Mason, 1995; Griffin, 2007; Naniche, 2009).
11.1.5. Respuesta inmune.

El sarampion produce inmunosupresion transitoria en los nifios, la cual puede persistir durante
varios meses y contribuye al aumento de la susceptibilidad a las infecciones secundarias (Kanra y
cols, 2001; Naniche, 2009).

Antes de producirse una inmunidad especifica contra este virus, se desarrolla una respuesta inmune
no especifica que incluye la activacion de las células asesinas naturales y la produccion de
interferon (IFN) o y B, lo que contribuye al control de la replicacion viral durante el periodo de
incubacion (Griffin y cols, 1994).

Los niveles plasmaticos de las formas solubles de los receptores celulares de las células T (CD4, IL- 2 y 32
Microglobulina) son altos, igual que ciertas citoquinas producidas por estas células (IL-2, [L4 y IFN Y).
Los linfocitos T CD8+ pueden ser detectados en la sangre y en los lavados broncoalveolares, persistiendo
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meses después de la infeccion; los T CD4+ proliferan durante el periodo de erupcion y los CD4s se elevan
y permanecen de esta manera por varias semanas (Rima y Duprex, 2006; Naniche, 2009).

Los anticuerpos de tipo IgM se detectan al inicio de la infeccion y persisten durante un periodo de 6
a 9 semanas. Al final de la erupcion se producen anticuerpos de tipo IgG1, que son transportados a
través de la placenta; ademas de los IgG4 y la IgA secretoria. La proporcion de anticuerpos contra
las proteinas especificas, van dirigidos fundamentalmente contra la proteina N y la ausencia de los
mismos es un indicador de seronegatividad. Los anticuerpos neutralizantes contra las proteinas H y

F del virus, estan dirigidos contra el poder infectante del mismo (Griffin y cols, 1994).
11.1.6. Manifestaciones clinicas.
11.1.6.1. Sarampion clésico.

Aproximadamente de una semana a 10 dias después de la exposicion al virus, se producen coriza, tos,
conjuntivitis y fiebre. Este estado prodromico progresa en 3 6 4 dias, al cabo de los cuales se
intensifican todos los sintomas y aumenta la fiebre. Durante este tiempo comienzan a hacerse visibles
en la mucosa de la boca, entre el 50 — 90 % de los casos, las manchas de Koplik, signo
patognomonico de la enfermedad, las cuales son pequeiias manchas rojas brillantes e irregulares (1 a 3
mm), que tienen una depresion blanco azulosa en su centro y se encuentran situadas en la mucosa
opuesta a los molares, proporcionando un diagnéstico temprano de la enfermedad (Lee y cols, 2005).
A partir del cuarto o quinto dias, los sintomas se intensifican, acompanandose de un incremento en la
fiebre con la aparicion de una erupcién maculopapular que aparece primeramente en la cara y detrés de
las orejas, para luego diseminarse en forma centripeta al tronco y las extremidades, posteriormente la
erupcion disminuye y se resuelve en forma descamativa (Mason, 1995; Lee y cols, 2005).

En el sarampion no complicado, la fiebre puede ser de 39 a 40 °C en el momento de la erupcion,

para luego disminuir al tercer o cuarto dias (Rima y Duprex, 2006).
11.1.6.2. Sarampion modificado.

Aparece en las personas parcialmente inmunizadas, como son aquellas que recibieron
inmunoglobulinas después de la exposicion al virus, nifios con anticuerpos maternos residuales y
personas que perdieron la inmunidad después de ser vacunadas o infectadas naturalmente. Este tipo
de sarampion es mas leve que el clésico, pero el periodo de incubacion se prolonga hasta 21 dias,

los prodromos pueden o no estar presentes, la fiebre es leve, puede o no haber manchas de Koplik y
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cuando estas aparecen, solo hay un pequeiio niimero que rapidamente desaparece, la erupcion dura
poco y es muy atenuada. Los pacientes que padecen este tipo de sarampion, es muy raro que

transmiten la enfermedad a otros individuos (Griffin, 2007).
11.1.7 Complicaciones.
11.1.7.1. Sarampion atipico.

El cuadro de sarampion atipico severo se observa en las personas que recibieron la vacuna inactivada
con formalina y posteriormente se pusieron en contacto directo con el virus salvaje (Griffin, 2007).

La sintomatologia esta constituida por fiebre alta, cefalea, mialgias, dolor abdominal, anorexia, tos
no productiva y disnea, apareciendo posteriormente una erupcion que comienza por las palmas de
las manos y plantas de los pies para después diseminarse de forma centripeta a las extremidades
proximales, tronco y cara. No hay manchas de Koplik (Ratnam y cols, 2000).

Todo este cuadro va acompafiado de neumonia con un infiltrado intersticial, consolidacion pulmonar y
muchos de los casos reportados presentan derrame pleural, adenopatias hiliares y lesiones parenquimatosas
que pueden persistir afios después de la desaparicion de la infeccion aguda (Griffin, 2007).

Las manifestaciones atipicas encontradas, son el resultado de la respuesta inmunopatoldgica que aparece

al combinar elementos de hipersensibilidad retardada con una reaccion de Arthus (Griffin, 2007).
11.1.7.2. Neumonia bacteriana.

Esta patologia es la responsable de aproximadamente el 60% de las muertes asociadas con
sarampion. Resulta de una infeccion bacteriana sobreafiadida y se sospecha cuando un paciente con
sarampion, desarrolla manifestaciones respiratorias con un incremento de la fiebre. Esta neumonia

responde rapidamente al tratamiento con antibioticos (Griffin, 2007).
11.1.7.3. Neumonia de células gigantes.

Los niflos y adultos que presentan una inmunidad deficiente mediada por células, pueden
desarrollar una infeccion al virus del sarampion generalmente severa y progresiva, cuyo curso
puede ser fatal. La manifestacion clinica frecuentemente encontrada es la neumonia de células
gigantes, la cual se caracteriza por una insuficiencia respiratoria creciente que comienza 2 6 3
semanas después de la exposicion al virus, desarrollandose una neumonia intersticial progresiva con

células gigantes multinucleadas a todo lo largo del epitelio traqueobronquial y alveolar; siendo la
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mortalidad de alrededor de un 70% en pacientes con patologias oncologicas y de un 40% en personas
infectadas con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Bronzwaer y de Groot, 1997).

11.1.7.4. Encefalitis Post Infecciosa Aguda (EPIA).

Es una enfermedad autoinmune desmielinizante, asociada a una respuesta inmune a la proteina
basica de la mielina que se presenta en alrededor de 1:1 000 casos. Las personas que sobreviven a
esta patologia, a veces padecen de alteraciones mentales permanentes o discapacidad fisica y el
mecanismo por el cual se relaciona con la infeccion por el virus del sarampion, atin no esta bien

definido (Otay cols, 2005).
11.1.7.5. Encefalitis con Cuerpos de Inclusion (ECI).

Se puede presentar en pacientes inmunocomprometidos infectados con el virus del sarampion y
puede aparecer sola 0 acompainada de una neumonia de células gigantes.

Los sintomas neurolégicos aparecen de 1 a 6 meses después de la exposicion al virus, generalmente
no presentan fiebre, el estudio del liquido cefalorraquideo (LCR) es normal y el
electroencefalograma (EEG) presenta alteraciones no especificas. La progresion es rapida y la
mayoria de las muertes se producen entre 6 a 8§ semanas de iniciado el cuadro. La mortalidad

excede el 85% (Ota y cols, 2005).
11.1.7.6. Panencefalitis Esclerosante Subaguda (PEES).

Es una complicacion tardia con una incidencia de aproximadamente 1: 100 000 casos. El inicio de
los sintomas es insidioso y aparece después de 5 a 15 anos de la infeccion con el virus del
sarampion. Se caracteriza por deterioro mental progresivo, movimientos involuntarios, rigidez
muscular y coma. La presencia de anticuerpos al virus del sarampion es elevada en el suero y en el
LCR y se encuentran virus defectuosos en las células gliales y las neuronas (Bonthius y cols, 2000;

Yilmaz y cols, 2005).
11.1.8. Diagnostico de laboratorio.

El sarampion clésico se diagnostica de acuerdo a las caracteristicas de las manifestaciones clinicas
que se presentan, asi como a las condiciones epidemioldgicas existentes. La ayuda del laboratorio es

fundamental cuando aparece un caso de sarampion atipico y modificado, asi como cuando

15



Revision Bibliografica

encontramos un indice alto de sospecha de neumonia o encefalitis producidas por el virus en
pacientes inmunocomprometidos (Kanra y cols, 2001).

El diagnostico diferencial de esta enfermedad, se realiza con aquellas patologias que producen
erupcion tales como la infeccion por enterovirus, rubeola, dengue, parvovirus B19, herpes 6,

eritema medicamentoso, entre otras (Kobune y cols, 1991; Bellini y cols, 1994).
11.1.8.1. Aislamiento e identificacion viral.

Para el aislamiento del virus en cultivo de células son necesarias muestras de exudado nasofaringeo y
conjuntival, sangre, orina y material de necropsia, cuando la situacion sea especial. Las muestras
deben ser recogidas en la fase aguda de la enfermedad, cuando el virus se encuentra en altas
concentraciones y deben ser refrigeradas a menos 20 °C y enviadas al laboratorio en un periodo de 48 horas
(Bellini y cols, 1994).

A través de la prueba de la inmunofluorescencia indirecta (IFT) y la reaccion en cadena de la
polimerasa (RCP), se realiza la identificacion del aislamiento obtenido en los cultivos inoculados

(Smaron y cols, 1991; El Mubarak y cols, 2000).
11.1.8.2. Diagnostico seroldgico.

Para el diagndstico de sarampion se emplean fundamentalmente los estudios serologicos. Durante
la infeccion primaria, los anticuerpos son detectables entre el primer y tercer dia de iniciada la
erupcion, alcanzando su valor maximo de 2 a 4 semanas después.

Las pruebas de IH, neutralizacion (Nt), ELISA y la IFI, pueden emplearse para medir anticuerpos
contra este virus. La IH fue la mas ampliamente empleada hasta la introduccion del ELISA, que
permite la deteccion de anticuerpos del tipo IgG, de la avidez de estos anticuerpos, la IgM y la IgA
(El Mubarak y cols, 2000; Ratnam y cols, 2000; Griffin, 2007).

La campana de eliminacion del sarampion requiere de pruebas apropiadas para ser empleadas en
lugares de dificil acceso, para lo cual se utilizan muestras como la saliva y la sangre colectada en

papel de filtro, que facilitan la realizacion del diagnostico (Wild, 1997; Samuel y cols, 2003).
11.1.8.3. Diagnostico molecular.

La RCP y la hibridacion molecular son métodos que se emplean en la deteccion del ARN de este
virus, sobre todo en estudios de epidemiologia molecular, pero estas técnicas no estan consideradas

dentro del diagnostico de rutina de la enfermedad (El Mubarak y cols, 2005).
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11.1.9. Epidemiologia.

El sarampion se considera como una de las enfermedades infecciosas transmisibles que produce
mayor numero de personas infectadas, se estima que el 76% de los susceptibles expuestos se
contagian. Su distribucion es mundial, aparece al final del invierno y principios de la primavera, no
existe reservorio animal y no hay evidencias de latencia o de infeccion persistente (Griffin, 2007).
El principal modo de transmision es a través de las vias respiratorias, por el contacto de individuos
susceptibles con personas infectadas que se encuentran en el estadio catarral de la enfermedad. El
riesgo de transmision se incrementa mientras mas frecuente, prolongado e intimo sea el contacto del
susceptible con la persona infectada (Rima y Duprex, 2006).

En los paises desarrollados, la ausencia de brotes de la enfermedad por el uso de la vacuna, condujo
a la aparicion de los casos en los nifios de 5 a 9 afios de edad y la mayoria de los riesgos de
complicacion y mortalidad son en edades inferiores a 15 afios y en el adulto joven. En los
subdesarrollados, mas del 50% de los casos ocurren en nifios menores de dos afios, debido a la
rapida pérdida de los anticuerpos maternos en este grupo de edad, a que la intensidad de exposicion
a la infeccion es mayor debido al tamaio familiar y a las practicas sociales que se realizan, asi como
a que en los nifios con malnutricion, la excrecion del virus es mas prolongada (Begue, 2001;
Elliman y Sengupta, 2005).

No es frecuente la mortalidad por sarampion bajo condiciones aceptables de nutricion y salud. La
muerte ocurre por la aparicion de complicaciones de tipo respiratorias y neurologicas y en personas
inmunocomprometidas y en el caso del embarazo, se produce un aumento de la probabilidad de
partos prematuros, abortos espontaneos, bajo peso al nacer, pero no da lugar a malformaciones

congénitas (Kamaci y cols, 1996).
11.1.9.1. Epidemiologia molecular.

Pequefias diferencias se encuentran entre las cepas vacunales independientemente del origen
geografico del virus parental. Los estudios de estas cepas, separan al virus del sarampion en 8
grupos designados como A, B, C, D E, F, G y H y dentro de estos se reconocen 23 genotipos, los
cuales son designados como A, B1, B2, B3, C1, C2, D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7, D8, D9, D10, E,
F, G1, G2, G3, H1 y H2. Los genotipos E, F, G1 y DI, se extinguieron o inactivaron al no ser
aislados por al menos 15 afios (Ratnam y cols., 2000; Rota y Bellini, 2003; Rota y col, 2009).
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En el genotipo A estan agrupadas las cepas vacunales, las cuales incluyen aquellas derivadas de la
cepa Edmonston original, asi como las vacunadas derivadas de aislamientos efectuados en los afios
1950 y 1960. Los genotipos B2 y B3, se identifican en Africa Central y parte de la occidental, sin
embargo, los genotipos D2 y D4 se encuentran al sur y este de Africa. El C2 se aislé en el
continente africano, so6lo en su porcion norte, especificamente en Marruecos, ademas en Europa
Central, lo que sugiere que el patron observado en la parte norte de Africa esta més estrechamente
relacionado con el patrdn europeo, que con el africano (Rota y Bellini, 2003; Anénimo®, 2006).

El D3 se aislo en Estados Unidos y el D6 en Europa, que fue el responsable de los grandes brotes
producidos en Brasil, Argentina, Chile, Bolivia, Haiti y Republica Dominicana en 1997. El D9 se
asocia con casos de sarampion en la isla Indonesa de Java. En analisis de secuencia realizados, se
encuentra ampliamente distribuido en China el genotipo H1 y en Vietnam el H2. Recientemente se

aisl6 el genotipo G2, G3 y D9 en Indonesia y Malasia (Rota y Bellini, 2003; An6nimo”, 2006).
11.1.10. Prevencion y control.

Las vacunas inactivadas fueron las primeras en utilizarse, pero producian una rapida pérdida de los
anticuerpos, posteriormente el amplio uso de la vacuna viva atenuada cambi6 los patrones de la
enfermedad, reduciendo la incidencia de la misma, aumentando la edad de infeccion y el intervalo
entre epidemias. Esta vacuna puede ser monovalente o combinada con la rubeola y la parotiditis, sin
reduccion de la capacidad inmunogénica de alguno de los tres componentes (Griffin, 2007).

La edad de vacunacion recomendada varia de 6 a 15 meses. En lugares donde hay una alta
prevalencia de sarampion, se realiza a los 9 meses y en aquellos donde esta prevalencia es baja, a
los 12 6 15 meses de edad (Tangy y Naim, 2005).

El alto grado de transmisibilidad de este virus, requiere el mantenimiento de una cobertura de
vacunacion de mas de 95%, lo que significa una disminucion en la aparicion del sarampion y sus
complicaciones (Metintass y cols, 2002; Marin y cols, 2006).

La inmunidad pasiva a través del uso de gammaglobulina hiperinmune, se puede emplear
siempre y cuando se administre precozmente, en los seis primeros dias de la exposicion a la

fuente de contagio (Griffin, 2007).
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11.2. Rubeola

11.2.1. Concepto.

La rubeola es una enfermedad eruptiva que no es severa y que se caracteriza por la produccion de

fiebre moderada, erupcion morbiliforme y linfadenopatias (Hobman y Chantler, 2007).
11.2.2. Historia.

La infeccion con el virus de la rubeola se consider6 en sus inicios como una variante del sarampion y
se le llamo6 “tercera enfermedad”. En 1800, el médico aleman Bergen la llamé Rtheln, que quiere
decir, “sarampion aleman”. En 1914, en estudios realizados en monos, se postula su etiologia viral,
confirmandose la misma en 1938 por Hiro y Tosaka al reproducir la enfermedad en nifios, empleando
para ello, lavados nasales filtrados procedentes de casos agudos (Wolinsky, 1996).

Después de una epidemia producida en 1940, el Dr. Norman Gregg, oftalmoélogo australiano,
reportd en 1941 una epidemia aparente de cataratas congénita. Gregg encontré un gran niimero de
ninos con esta patologia, muchos de los cuales tenian una serie de defectos congénitos adicionales y
un gran numero de estos casos fueron precedidos por un brote de rubeola, sugiriendo que la
infeccion natural era la causa de estas malformaciones (Gregg, 1996).

A medida que se fueron realizando estudios, se pudo demostrar que la infeccion en el periodo inicial
de la gestacion producia malformaciones en el feto, introduciéndose en la literatura médica el

concepto de virus teratogénicos (Atreya y cols, 2004).
11.2.3. Agente infeccioso.
11.2.3.1. Clasificacion.

El virus del la rubeola es el tinico miembro del género Rubivirus en la familia Togaviridae, la cual
esta constituida por pequeiias particulas virales envueltas por una capa lipidica, de ahi su nombre
“Toga”. A pesar de que este virus comparte caracteristicas de organizacion genética y estrategias de
multiplicacion con los alfavirus, no hay reactividad cruzada entre ellos y solo existe homologia
genética en limitadas regiones entre sus proteinas no estructurales (Best, 2007).

El virion es una particula esférica de 60 a 70 nm de diametro. Cada uno de ellos posee una
envoltura lipidica derivada de la célula huésped, en la cual se encuentran dos glicoproteinas (E1 y

E2) con 5 a 8 nm de diametro y que protruyen en la superficie de la envoltura viral. La mayor de las
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proteinas de la envoltura es la E1, que tiene un peso molecular de 58 000 a 62 000 y se presenta en
el virion maduro en forma monomérica asociada a la proteina E2. La molécula madura de la
proteina E1, define dominios que estan relacionados con la union a la superficie de los glébulos
r0jos y en la iniciacion de la infeccion; la funcion de E2 atin se desconoce. El nucleo tiene una
simetria icosaédrica que contiene 32 capsémeros, con un genoma ARN de simple cadena de
polaridad positiva que posee cerca de 10 kilobases (kb) en longitud y se une a la proteina de la
capside ( Proteina C) por enlaces disulftiricos. El extremo 5 terminal del ARN, posee un contenido
de guanina + citosina del 69%, la mayor encontrada en virus ARN hasta nuestros dias (Schlesinger
y Schlesinger, 2001).

Estudios realizados en 1984, identificaron dos especies de ARN que inducen la produccion de virus
en las células infectadas, con una longitud desde 38S a 40S y la otra desde 24S a 26S. La mas larga
representa la longitud completa del genoma e induce a la infeccion cuando se transfiere a la célula
huésped, la més corta actia como Acido Ribonucleico mensajero (ARNm) subgenémico que

participa en la formacion de proteinas estructurales del virion (Schlesinger y Schlesinger, 2001).
11.2.3.2. Resistencia y sensibilidad a los agentes fisicos y quimicos.

Es un virus 14bil al calor y se inactiva rapidamente a 56 °C. Es estable por largos periodos de tiempo a
temperaturas de menos de 60 °C 6 inferiores a ésta, sensible a los cambios de pH y si se liofiliza, puede
ser almacenado a 4 °C por varios afios y a temperatura ambiente (TA) durante varios meses. Se
inactiva en presencia de solventes organicos como el éter, cloroformo, desoxicolato de sodio y agentes
que desnaturalizan las proteinas como el formaldehido y la 3 propiolactona, asi como en presencia de la

luz ultravioleta (Wolinsky, 1996).
11.2.3.3. Rango hospedero.

El virus de la rubeola tiene s6lo como hospedero natural al humano, pero se replica en una gran
variedad de células de mamiferos donde se incluyen las BHK/21 (Rifién de hamster recién nacido,

siglas del ingés, Baby hamster kidney cells), RK13 (Rif6n de conejo, siglas del inglés, Rabbit

kidney cells) y VERO, en las que se observa mas fuertemente el ECP del virus (Haukenes, 2002).
No hay modelo animal para el estudio del virus, sin embargo, existen animales de laboratorio como
los monos Rhesus y los verdes afticanos, que desarrollan viremia y en los que se puede encontrar el

virus en las secreciones respiratorias, ademas producen respuesta inmune humoral semejante al
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humano. Ningln sistema animal produce suficientes evidencias que permita el estudio de la

patogenia de la enfermedad o del SRC (Haukenes, 2002).
11.2.4. Patogenia y patologia.

La enfermedad se transmite por aerosoles de las personas infectadas a individuos susceptibles. El
virus se multiplica a nivel de la mucosa del aparato respiratorio superior y luego se disemina por via
linfatica a los ganglios regionales. Después de un periodo de incubacion de 7 a 10 dias, se produce
la fase virémica, la cual estd marcada por los prodromos de la enfermedad y cesa al aparecer la
erupcion, comenzando el periodo de deteccion de los anticuerpos circulantes. Posteriormente, el
virus se detecta en la nasofaringe, donde puede permanecer varias semanas. Esta patologia cursa de
forma asintomatica en el 25% de los casos (Haukenes, 2002).

En el SRC, se produce una infeccion de las células de la placenta y el feto y aunque un numero
limitado de las mismas son infectadas, la tasa de crecimiento se reduce, trayendo como resultado
que el numero de c€lulas en los 6rganos infectados sea inferior al que le corresponde normalmente,
produciéndose una hipoplasia de los organos y alterandose su desarrollo, dando lugar a
anormalidades estructurales en el recién nacido (Cordoba y cols, 1997; Lee y Bawden, 2000).

El estadio del embarazo en el cual se produce la infeccion viral determina la extension del efecto
teratogénico, por lo tanto, mientras mas temprano sea, mayor sera el dafio causado. En la mujer
embarazada se puede producir una infeccion inaparente que también causa dafios al feto y muy

pocos escapan a la infeccion durante el primer mes de gestacion (Lee y Bawden, 2000).
11.2.5. Respuesta inmune

La respuesta de anticuerpos de tipo IgM especifica al virus de la rubeola, se observa al inicio de la
enfermedad y nos indica que la infeccion esta en fase aguda, pero pueden persisten alrededor de 4 a
12 semanas, extendiéndose en algunos de los casos hasta un afio (Figura 2) (Wilson y cols, 2006).
La respuesta de tipo IgG, es fundamentalmente de tipo IgG1, ya que la IgG3 e IgG4 son raramente
reportadas. Esta respuesta nos habla de la existencia de una infeccion previa por el virus de la rubeola y
se detectan de 7 a 10 dias del inicio de la erupcidn, perdurando para toda la vida (Edlich y cols, 2005).

Los anticuerpos de tipo IgA, especificamente IgA1, se detectan en suero y exudado nasofaringeo hasta 5
anos después de iniciada la infeccion. Los de tipo IgE e IgD se observan inmediatamente después de

iniciada la misma y persisten aproximadamente 6 meses (Wilson y cols, 2006).
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En el SRC, la respuesta inmune difiere de la observada en la infeccion por rubeola en mujeres no
embarazadas. Los nifios con SRC al nacer tienen, ademas de los anticuerpos de tipo IgG adquiridos por
via transplacentaria, anticuerpos de tipo IgM, sintetizados por el feto como respuesta a la infeccion con el
virus. En los nifios mayores de un afio es muy dificil confirmar al virus de la rubeola como el agente

etiologico especifico de las malformaciones congénitas que presentaron al nacer (Edlich y cols, 2005).

Diseminacion Viral

T N o
.............. &x\\ Ncian -—_

Semanas Meses AfRos

Figura 2. Respuesta inmune a la infeccion por el virus de la rubeola. Tomado de Clinical Virology, 1997.
11.2.6. Manifestaciones clinicas.
11.2.6.1. Rubeola post natal.

Se produce fundamentalmente en nifios y adultos jévenes, no es una patologia severa y en muchos casos
se manifiesta de forma subclinica. Las secreciones nasofaringeas son la fuente principal de infeccion,
pero los contactos casuales pueden no llevar a que ésta se produzca (Lee y Bawden, 2000).

La enfermedad se caracteriza por una combinacion de sintomas entre los que se destacan la erupcion
maculopapular, linfadenopatias cervicales y suboccipitales, las cuales son dolorosas en los adultos, no
asi en los nifios, ademas de fiebre no muy elevada, conjuntivitis, dolor de garganta y artralgia. El
periodo de incubacion es de 14 a 21 dias, después del cual la erupcion puede aparecer, siendo el signo
mas prominente de la enfermedad y se encuentra en el 95% de los casos, se inicia en la cara, se

extiende al tronco y las extremidades y raramente dura mas de tres dias ( Edlich y cols, 2005).
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11.2.6.2. Sindrome de Rubeola Congénita.

Se produce en mujeres infectadas por el virus durante el primer trimestre del embarazo, lo que da lugar a
una infeccion fetal la cual puede ser persistente o generalizada provocando una enfermedad
multisistémica. Algunos de los defectos producidos pueden ser reconocidos en el momento del
nacimiento y otros solo se detectan meses o afios mas tarde. Las manifestaciones del sindrome pueden
ser transitorias, permanentes o0 emerger posteriormente y también pueden ser generales, del sistema
auditivo, cardiovascular, ocular, manifestaciones transitorias en el neonato, entre otras (Sanz y de Ory,

2006; Weir y Sider, 2006).
11.2.7. Complicaciones.

Las complicaciones no son frecuentes, pero en algunos casos podemos encontrar poliartralgia,
artralgias y artritis, especialmente cuando la infeccion ocurre en adolescentes y mujeres adultas.
También las artropatias, trombocitopenia y encefalopatias surgen en un periodo mas tardio de la
enfermedad. La complicacion mas seria encontrada es la encefalitis post infecciosa, la cual ocurre
en 1 de cada 6 000 casos y aparece del primero al sexto dias de iniciada la erupcion (Bale, 2002).

1.- Artritis y artralgias: Se producen mas frecuentemente siguiendo a la infeccion natural por el virus de
la rubeola. La artritis poliarticular ocurre entre el 33 %y el 52% de las mujeres y solo en el 9% - 10% de
los hombres. La patogenia de esta artritis no es bien conocida, algunos estudios plantean, que se debe a
la presencia de inmunocomplejos circulantes (Wolinsky, 1996; Mitchell y cols, 1998).

2.- Complicacion Neurologica: Las encefalitis y encefalopatias post infecciosas, son muy raras. El
porciento de ocurrencia de las mismas es de 1 en 6 000 casos y cuando ocurren, los sintomas
neurologicos parecen entre 1 a 6 dias después de iniciada la erupcion. La mortalidad es de un 20% -

50% y la patogénesis de esta complicacion atin no es clara (Bale, 2002).
11.2.8. Diagnostico de laboratorio.

El diagnostico clinico es dificil de realizar, ya que se debe hacer diagndstico diferencial con otras
patologias productoras de erupcion, tales como sarampion, parvovirus B19, herpes virus 6,
enterovirus, adenovirus, dengue, alergia a medicamentos, etc, por lo que el diagnostico de laboratorio

es fundamental.
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11.2.8.1. Aislamiento e identificacion viral.

El virus puede ser aislado de las secreciones nasofaringeas, sangre y orina, asi como por tejido de
necropsia cuando es necesario. Las muestras deben ser almacenadas a 4 °C y luego trasladadas al
laboratorio en frio (Sanz y de Ory, 2006).

El ECP que se produce es variable, observandose en un periodo de 24 horas un redondeamiento y
desprendimiento de la monocapa celular, aumentando de 48 a 72 horas. Se emplean para el aislamiento las
células VERO y BHK21 por permitir una replicacion mas rapida y un aumento en el titulo del antigeno, siendo
la identificacion del aislamiento por las técnicas de N'T, IFI o RCP (Cutts y cols, 1999; Haukenes, 2002).

11.2.8.2. Diagnostico seroldgico.

Se utilizan tanto para el diagnostico postnatal, como en el caso de infecciones congénitas o para
determinar el estado inmune de una poblacion. Muchas técnicas se encuentran disponibles para la
deteccion de anticuerpos IgM, IgG y la avidez de la IgG entre las que tenemos, la hemdlisis radial,

el ELISA, aglutinacion por latex, la IH y la Nt (Cutts y cols, 1999; Mubareka y cols, 2007).
11.2.8.3. Diagnostico molecular.

Se realiza la hibridacion de acidos nucleicos y la RCP, para lo cual se emplean muestras de
exudados nasofaringeos y orina. La RCP es una técnica mas rapida y sensible, pero generalmente se

utiliza en los estudios de epidemiologia molecular (Cooray y cols, 2006).
11.2.8.4. Diagnostico de laboratorio del SRC.

En el periodo postnatal, se debe realizar la deteccion de la IgM especifica al virus de la rubeola en
sangre del cordon y en muestras de suero de los nifios, demostrar la persistencia de anticuerpos de
tipo IgG en nifos de 8 meses de edad cuando los anticuerpos matemos ya desaparecieron, hacer el
aislamiento del virus o la deteccion de ARN viral por la técnica de RCP durante los primeros meses de la
vida (An6énimo *, 2005).

La hibridacién de acidos nucleicos y la RCP se emplean para detectar el ARN del virus en
productos de la concepcion, biopsias y liquido amnidtico. En ausencia de confirmacion por el
laboratorio, un diagnéstico clinico compatible con SRC, requiere de la presencia de dos de los
siguientes sintomas, cataratas, glaucoma congénito, enfermedades cardiacas congénitas, pérdida de

la audicion o retinopatias pigmentarias. Uno de los signos anteriores, mas otras manifestaciones

24



Revision Bibliografica

adicionales como son purpura, microcefalia, retardo mental y meningoencefalitis, ayudan a realizar

el diagnostico de la enfermedad (Andnimo °, 2008).
11.2.9. Epidemiologia.

La rubeola tiene una distribucion mundial, hace picos estacionales durante la primavera y el inicio
del verano y el uso de la vacuna en aquellos paises con programas efectivos, extendieron los picos
epidemioldgicos de 3 a 10 afios. Afecta a los nifios de 5 a 9 afios y adultos jovenes, solo existe un
serotipo y su unico hospedero es el humano (Haukenes, 2002).

Los estudios seroepidemiologicos demostraron, que la proporcion de seropositivos aumenta con la
edad y que de un 80% a un 85% de las mujeres en edad fértil son inmunes. La muerte atribuida a

esta patologia no es comun (Wolinsky, 1996).
11.2.9.1. Epidemiologia molecular.

Muchos de los estudios genéticos sobre el virus de la rubeola, se realizaron secuenciando total o
parcialmente la region codificada de la proteina E1. Diferentes regiones de esta proteina se emplean
actualmente en la caracterizacion genética del virus, pero la mas empleada para el analisis molecular de
rutina corresponde a la de 739 nucledtidos (8731 — 9469) (Zheng y cols, 2003, Andnimo °, 2006).

Los grupos filogenéticos mas importantes del virus de la rubeola, difieren en un 8 a un 10% en su
secuencia nucleotidica y se les denominan variante 1 y 2. Existen ademds 7 sub variantes que se
denominan 1B, 1C, 1D, 1E, 1F, 2A 'y 2B y se describen 3 genotipos provisionales (1a ,1g, 2¢). El
genotipo 1a incluye virus aislados en 1960 (primeras cepas vacunales), pero la presencia del mismo
es muy poco frecuente en los tltimos afios. Recientemente se encontraron en Mongolia y Myanmar
(Anénimo °, 2006).

El 1g se considera provisional porque la secuencia de referencia no esta disponible, mientras que
1B, 1C, 1Dy 1F circulan en ciertas areas geograficas, especificamente el 1B, el cual se encuentra en
Europa y a lo largo de la costa este de América del Sur. El 1C circula en América Central y a lo
largo de la costa oeste de Sur América; el 1D se hall6 en los paises asiaticos y en Etiopia y el 1F en
China. El genotipo 1C solo se observd una vez en Japon y se piensa que fue importado de un brote
ocurrido en América, aunque no hay datos epidemiologicos directos que lo confirmen. El 1D se
observo inicialmente en Canada y Estados Unidos y el 1E se identifico en 1997 y ahora tiene una

distribucién mundial (Zheng y cols, 2003; Anbnimo® , 2006; Anénimo® , 2008).
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Los virus que forman parte de la variante 2 se encuentran en Africa, Asia y Europa. El 2A se
aislo en China en 1979 y 1980 y no aparece desde entonces, el 2B se distribuyd mas ampliamente

que otros genotipos y el 2C solo se observo en la Federacion Rusa (Andnimo®, 2008).
11. 2.10. Prevencion y control.

Como la rubeola post natal es una enfermedad benigna, la vacunacion tiene por objeto prevenir la rubeola
congénita, por lo que el programa de vacunacion va dirigido a todos los nifios de 1 afio y a las mujeres en
edad feértil. Diferentes vacunas atenuadas se comercializan solas o en combinacion con la de sarampion y
parotiditis. La misma es bien tolerada y provoca pocas reacciones adversas (Best y cols, 2005).

La vacuna induce una inmunidad de un 95%, desarrollandose los anticuerpos entre los dias 10 y 28
de aplicada la misma y persisten por lo menos 20 afios después de la vacunacion Para eliminar esta
enfermedad y el SRC, se hace necesario inmunizar a las mujeres en edad fértil y mantener una alta

cobertura vacunal de mas de un 95% (An6nimo”, 2006).
11.3. Parotiditis

11.3.1. Concepto.

Conocida como paperas u “orejones”, es una enfermedad viral que ocasiona la inflamacion
dolorosa, no supurativa de una o ambas glandulas salivales, por lo regular de las parotidas y a veces

de las sublinguales o las submaxilares (Bagg, 1996).
11.3.2. Historia.

Fue descrita en el siglo V antes de Cristo (AC) por Hipdcrates y recibe el nombre de parotiditis,
Mumps, ya que se deriva de un viejo verbo inglés que significa gesto, mueca. A finales del siglo
XVIII, el doctor Hamilton es reconocido como el primer investigador en asociar la enfermedad con
la invasion al Sistema Nervioso Central (SNC), como resultado de una neuropatologia de un caso
fatal (Plotkin y Wharton, 1999).

En 1934, Johnson y Goodpasture precisaron la etiologia virica de la enfermedad y posteriormente

Rocchi en 1943 y Habel en 1945, cultivaron el virus en diferentes medios (Bernaola y cols, 2005).
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11.3.3. Agente infeccioso.
11.3.3.1. Clasificacion.

Pertenece a la familia Paramixoviridae, sub familia Paramixovirinae, género Rubulavirus. Los viriones
pleomérficos son principalmente esféricos, de aproximadamente 100 a 600 nm de didmetro, con una
membrana externa que envuelve una nucleocapside helicoidal de 18 nm. La envoltura posee
proyecciones formadas por glicoproteinas virales que alcanzan de 12 a 15 nm desde la superficie
exterior y la estructura interna de la nucleocépside, es un complejo de ribonucleoproteinas que aparenta
un tubo hueco con un didmetro de 17 nm y un nicleo central de 5 nm. El ARN gendmico es no
segmentado, lineal, de cadena tinica negativa y contiene 15,3kb (Andzhaparidze y cols, 1981; Lamb y
Kolakosfsky, 2001).

El orden de los genes esta constituido por 3’-PN-P-M-F-SH-NH-L-5’. Existe una secuencia lider de 55
nucledtidos (no transcrita) y una secuencia final de 24 nucledtidos que comparten complementariedad
inversa en sus extremos (Okazaki y cols, 1992). Los transcriptos mono, di y policistronicos de estos
genes son variables en las diferentes células infectadas por el virus (Afzal y cols, 1997).

El virus de la parotiditis contiene 6 proteinas estructurales, la N contiene 549 amino acidos (aa) y
tiene un peso molecular de 61,3 kDa, interviene en la encapsidacion del ARN gendmico y se asocia
con la Py la L durante la transcripcion y la replicacion (Tanabayashi y cols, 1990). La P se
encuentra altamente fosforilada, su peso molecular es de 41,6 kDa y se identifica por su localizacion
interna en el virion, la talla y su asociacion con la nucleocapside. Forma un complejo con el ARN
viral (N y L), que participa en la transcripcion y replicacion del ARN (Elliott y cols, 1990; Yamada
y cols, 1990).

La proteina L se encuentra asociada con la nucleocapside viral como parte del complejo de la
transcriptasa, tiene un peso molecular de 256,6 kDa y constituye la polimerasa viral: ARN
polimerasa ARN dependiente (Okazaki y cols, 1992).

La proteina M es la mas abundante en el virion, estd compuesta por 375 aa y tiene un peso estimado
de 41,6 kDa. Se encuentra asociada a la membrana, es no glicosilada y juega un importante papel
en el ensamblaje de los viriones. Su estructura primaria estd conservada entre las distintas cepas del
virus y exhibe una considerable homologia con otros virus (Elliott y cols, 1990).

Las glicoproteinas de la envoltura estan unidas a la membrana y se encuentran acetiladas. La

expresion de ambas es requerida para una fusion célula-célula eficiente (Lim y cols, 2003).
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La hemaglutinina — neuramidinasa (HN), es la glicoproteina mas larga, estd compuesta de 582 aa'y
tiene un peso molecular de 64 kDa cuando no esta glicosilada. Esta proteina unida a la F, media la
adsorcion del virus a la célula y es la mas conservada entre las diferentes cepas del virus (Lim y
cols, 2003; Kulkarni-Kale y cols, 2007).

El gen F codifica para una proteina de 538 aa con un peso molecular aproximado de 58,8 kDa. Las
formas activas de la proteina (F1 y F2) son producidas por el clivaje de la proteina inmadura FO y
una proteasa de la célula hospedera, la cual reconoce una secuencia de 5 aa basicos (Arginina,
Arginina, Histidina, Lisina, Arginina) del extremo carboxilo terminal de la proteina FO. El dominio
hidrofobico de F1 es la region mas importante funcionalmente para la union, iniciando este proceso
intercalandose con la bicapa lipidica de la membrana citoplasmatica de la célula blanco a pH neutro.
Ademads, la proteina F es requerida para la penetracion de la nucleocépside viral dentro de la célula
hospedera y en la hemolisis (Elliott y cols, 1990).

11.3.3.2. Rango hospedero.

El tnico reservorio del virus de la parotiditis es el hombre, pero también se reportd que la infeccion
se produjo en varias especies animales como son los monos, hamsters adultos y lactantes, ratones

lactantes y embriones de pollos (Kilham y Murphy, 1952; Levenbuk y cols, 1979).
11.3.4. Patogeniay patologia.

La infeccion natural se produce a través de aerosoles de secreciones respiratorias de una persona
infectada a una susceptible, iniciandose la replicacion del virus a nivel del epitelio de la mucosa del
aparato respiratorio superior (Johnson y Goodpasture, 1935).

Posteriormente, pasa hacia los ganglios linfaticos regionales con la subsiguiente diseminacion a la
sangre, produciéndose una viremia primaria y la aparicion de la inflamacion de las glandulas salivales.
Seguida a esta fase, se inicia una viremia secundaria donde ocurre la infeccion a otros 6rganos y tejidos
del cuerpo.

El primer sintoma clinico esta relacionado con la infeccion de las glandulas parotidas, observandose
edema del conducto de la glandula y reaccion inflamatoria local con aumento de linfocitos y
macrofagos. La inflamacion y el daiio tisular, puede producir el aumento de anticuerpos en el suero

y los niveles de amilasa en la orina (Olivier, 2002).
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11.3.5. Respuesta inmune.

La inmunidad es permanente después de una infeccion, ya que existe solamente un tipo antigénico del
virus y no hay variacion significativa. La madre transfiere sus anticuerpos al nifio por via
transplacentaria, por lo que no es frecuente observar esta enfermedad en lactantes menores de 6 meses
(Gnann, 2002).

Se encontraron linfocitos CD8+ en sangre y en LCR tras la infeccion natural y la vacunacion. El
hallazgo de células inflamatorias al inicio del cuadro clinico en el tejido infectado sugiere, que la
inmunidad celular especifica se desarrolla durante el periodo de incubacion (Carbone y Wolinsky, 2001).
La infeccion por el virus de la parotiditis incluye la formacioén de anticuerpos del tipo IgM, IgA e
IgG. Los anticuerpos de tipo IgM especificos aparecen en etapas tempranas de la infeccion, de 3 a 5
dias de iniciados los sintomas clinicos, alcanzando su pico maximo entre las 2 primeras semanas y

decaen en los siguientes 2 a 6 meses (Gnann, 2002).
11.3.6. Manifestaciones clinicas.

La parotiditis se caracteriza por fiebre, acompafiada de inflamacion dolorosa de una o ambas
glandulas pardtidas. A los 3-4 dias de iniciados los sintomas, el dolor se vuelve intenso, sobre todo,
cuando se ingieren sustancias acidas. También se pueden ver afectadas las glandulas submaxilares y
sublinguales (Bedford, 2005).

La inflamacion de las glandulas contintia durante 1 a 3 dias y una vez que alcanzan su tamafio méaximo,
disminuyen gradualmente entre 3 a 7 dias. La duracion del cuadro clinico de la enfermedad sin
complicaciones, suele durar alrededor de una semana (Zhamerichev, 1993; Cunningham y cols, 2006).
Estas manifestaciones tipicas de la enfermedad no siempre estan presentes, ya que entre un 20 -
40% de las infecciones no producen sintomas y hasta un 40 - 50% estan asociadas solo con
manifestaciones no especificas, principalmente respiratorias, de manera que de un 30-40%

producen un cuadro de parotiditis aguda tipica (Bedford, 2005; Suérez, 2005).
11.3.7. Complicaciones.

Las complicaciones en el curso de la enfermedad no son frecuentes, pero una amplia variedad de
otros drganos pueden involucrarse en el curso de la parotiditis, como son: el SNC, epididimo,
prostata, higado, pancreas, bazo, tiroides, corazon, glandulas mamarias, rifiones entre otras (Kim y

Cappelen-Smith, 2005; Kodz y cols, 2006; Sauder y cols, 2006).
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11.3.8. Diagndstico de laboratorio.

En la mayoria de los casos el diagndstico es clinico. El antecedente de exposicion a un sujeto
enfermo mas la inflamacion y el dolor de las glandulas pardtidas en un cuadro de malestar general
leve 0 moderado, suele ser suficiente para establecer el diagnostico (Suarez, 2005).

El diagndstico diferencial se realiza con otras enfermedades que producen aumento de volumen de
las glandulas por otras causas tales como, la sensibilidad al yodo, sarcoidosis, tumores, infecciones
supurativas, sindrome de Sjogren's y de otros virus tales como Parainfluenza tipo 1 y 3, Influenza A,

Coxsackie, entre otras (Carbone y Wolinsky, 2001).
11.3.8.1. Aislamiento e identificacion viral.

Se pueden utilizar muestras de orina, suero, saliva y LCR. Las muestras de saliva permiten el
aislamiento del virus cuando son colectadas en un periodo de 4 a 5 dias del inicio de los sintomas
(Perry y cols, 1993). En el caso de la orina, la toma de la muestra debe realizarse 2 semanas después
del comienzo del cuadro clinico y las de LCR entre 8 y 9 dias de iniciada la meningitis. La muestra
de suero debe tomarse en etapas tempranas de la infeccion, de 3 a 5 dias de iniciados los sintomas
clinicos (Sakata y cols, 1985).

Para el aislamiento se utilizan cultivos primarios y lineas celulares (VERO y HeLa). El ECP
observado es la formacion de sincitios, seguido de la destruccion de la monocapa de células
infectadas, ésta varia entre los aislamientos y el sistema celular empleado. También se pueden
observar con menor frecuencia otros ECP, tales como, vacuolizacion, formacion de inclusiones
citoplasmaticas, picnosis y lisis celular con cambios morfoldgicos. No todas las cepas del virus
producen ECP, su replicacion puede ser verificada por hemadsorcion a los 3-6 dias de la inoculacion
(Germann y cols, 1998).

La identificacion del aislamiento puede realizarse mediante diferentes técnicas, entre ellas, la inhibicion de la
hemadsorcion, neutralizacion por reduccion del niimero de placas, IFI y RCP (Mauldin y cols, 2005).

11.3.8.2. Diagndstico seroldgico.

Los ensayos serologicos empleados son, la IH, los ELISA, que permiten la deteccion de anticuerpos
de tipo IgM e IgG la IFI, radioinmunoensayos, hemolisis en gel, fijacion del complemento e
inmunodifusion radial (Grillner y Blomberg, 1976; Hopps y Parkman, 1979; Backhouse y cols, 2006;
Krause y cols, 2007).
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11.3.9. Epidemiologia.

La parotiditis es una enfermedad de distribucion mundial que afecta al humano, fundamentalmente
a los nifios entre 5 y 14 afios de edad; el 50% de los casos ocurre entre los 5-9 afios y el 90% en
menores de 16 afios. Presenta un periodo de incubacion de 12 a 25 dias y el modo de transmision es
a través de aerosoles y por contacto directo con la saliva de una persona infectada a otra. Se presenta
con mayor frecuencia en los meses de invierno y primavera. El periodo de infecciosidad méxima

ocurre unas 48 horas antes del comienzo de la enfermedad (Herzog, 1995; Benenson, 1997).
11.3.9.1. Epidemiologia molecular.

La epidemiologia molecular del virus de la parotiditis esta caracterizada por la co-existencia de 10 6
mas genotipos, los cuales estdn nombrados desde la letra A a la K, basados en la secuencia
nucleotidica del gen SH, encontrandose variaciones de un 8 a un 18% entre los mismos, sin
embargo, estudios realizados en virus procedentes de diversas regiones geograficas y de distintas €pocas,
demostraron secuencias idénticas de este gen o con muy alta homologia (Orvell y cols, 2002).

Las cepas empleadas en la vacuna derivaron de aislamientos obtenidos en varios paises entre los
afios 60 y 70 y pertenecen a diferentes genotipos, por ejemplo, la Jerryl — Lynn y la Rubini se
agrupan en el genotipo A, mientras que Leningrad 3 y la cepa derivada de ella, la L- Zagreb,
pertenecen al D y la Urabe AM9 al B (Jin y cols, 2005).

Los genotipos se distribuyen en diferentes regiones geograficas. En el hemisferio occidental se han
encontrado el C - E, G y H, mientras que el B, F e I, se aislan en los paises de Asia, también puede

ocurrir la circulacion simultanea de diferentes genotipos en un mismo pais o region (Muhlemann, 2004).
11.3.10. Prevenciony control.

Las medidas de control de la enfermedad estan dirigidas a la prevencion y principalmente encaminadas
a controlar la alta incidencia de las infecciones asintomaticas, el largo periodo de excrecion viral desde el
inicio de los sintomas clinicos y la presencia de casos sin parotiditis. La administracion de la
gammaglobulina hiperinmune pudiera reducir la incidencia en la poblacion si se administra al inicio de
un brote, pero la prevencion a través del empleo de programas de vacunacion es la tinica via racional
para el control de esta enfermedad (Carbone y Wolinsky, 2001; Gnann, 2002).

Hay 2 tipos de vacunas contra la parotiditis, las de virus muerto en la cual la respuesta de

anticuerpos de la clase IgG parece ser limitada y no existe respuesta de IgM y la de virus vivos
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atenuados, cuya utilizacién produce una disminucion marcada en la incidencia y la ocurrencia de

secuelas por la infeccion natural (Wright y cols, 2000; Ihara, 2005; Saika y cols, 2006).
11. 4. Vigilancia de PRS.

I1. 4.1. Definiciones.

11.4.1.1. Definicion de Sistema de Vigilancia Epidemiolégica (SVE).

Es la recoleccion sistematica, continua, oportuna y confiable de la informacion relevante y necesaria,
sobre algunas condiciones de salud de la poblacion, donde el andlisis e interpretacion de los datos, debe
proporcionar las bases para la toma de decisiones y al mismo tiempo, ser utilizada para su difusion. Para
que este sistema de vigilancia sea efectivo debe ser simple, flexible, aceptable, sensible, representativo y

oportuno (Concha y Villaveces, 2001; Roush y Wharton, 2008).
11.4.1. 2. Definicion de vigilancia de laboratorio.

Es el tipo de vigilancia permite confirmar el diagnostico y obtener evidencia de factores de riesgo de una
enfermedad de interés para la comunidad (Concha y Villaveces, 2001; Roush y cols; 2008; Roush y
Wharton, 2008).

11.4.1.3. Definicion de caso de sarampidn, rubeola y parotiditis.

Estas definiciones se emplean de manera uniforme en la vigilancia a nivel global (OPS®, 1999;
WHO?", 1999; CDC, 2008)

1.- Caso sospechoso: Todo paciente con erupcion maculopapular con fiebre, es sospechoso de
presentar sarampion o rubeola y de parotiditis, aquel que presente aumento de volumen de las
glandulas parotidas y fiebre.

2.- Caso probable: Esta definicion se aplica en el sarampion, cuando se esta en presencia de una
erupcion maculopapular generalizada de 3 ¢ mas dias de duracion acompafiada de fiebre
generalmente elevada y uno de los siguientes sintomas: tos, coriza o conjuntivitis.

En el caso de la rubeola, al aparecer una erupcion maculopapular generalizada de comienzo agudo,
con fiebre de moderada a intensa, adenopatias (post auriculares, occipitales y cervicales

posteriores), conjuntivitis, pudiendo estar acompafiada o no de artritis o artralgias.
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Se considera un caso probable de parotiditis, aquel que presenta fiebre y aumento de volumen
agudo uni o bilateral, sin supuracion, de la glandula parétida, de mas de dos dias de evolucion y sin
otra causa aparente de esta manifestacion.

3.- Caso confirmado: Es un caso probable de cualquiera de estas tres enfermedades, con
confirmacion de laboratorio o vinculo epidemiologico con otro caso confirmado.

4.- Caso compatible: Aquel caso probable, que falleci6 tras un cuadro clinico compatible o que no
fue objeto de seguimiento.

5.- Caso importado: Persona que visitd otro pais dentro de los 21 dias precedentes al inicio de la
enfermedad y no estuvo expuesto a ningun caso local.

6.- Caso descartado: Es un caso probable en el cual se confirma, a través de resultados de

laboratorio, una infeccion diferente al sarampion, la rubeola o la parotiditis
11.4.1.4. Definicion de eliminacion y erradicacion.

Eliminacién, es la reduccién a cero de la incidencia de una enfermedad causada por un agente
infeccioso, en un periodo igual o mayor de 12 meses, en una determinada area geografica, como
resultado de un esfuerzo deliberadamente realizado y necesita de una vigilancia continua para evitar el
restablecimiento de la transmision del agente (Molyneux y cols, 2004; Castillo® y Ruiz, 2009; Orestein,
2010).

Erradicacion, es la reduccion a cero, de forma permanente y a nivel mundial, de la infeccion
causada por una agente infeccioso, como resultado de un esfuerzo deliberadamente realizado y no

necesita intervenciones futuras (Molyneux y cols, 2004; Castillo® y Ruiz, 2009; Orestein, 2010).
11.4.2. Funciones de la vigilancia de laboratorio.

El laboratorio desempefia un papel importante en la vigilancia de las enfermedades infecciosas,
encontrandose dentro de sus funciones, la confirmacion del diagndstico clinico y epidemiologico,
deteccion de brotes, confirmacion de la transmision y la fuente geografica de los mismos, deteccion de
nuevos patogenos, tipificacion y caracterizacion de patdgenos, establecimiento del principio o
terminacion de un brote o epidemia, asi como de la eliminacion o erradicacion de una enfermedad.
Ademas, en colaboracion con epidemiologia, participa en el establecimiento de la definicion de caso y
manejo de los mismos, intervenciones y evaluaciones, estrategias de inmunizacion y estudios de

prevalencia (OMS®, 2006).
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11.4.3. Indicadores de la vigilancia de laboratorio de PRS.

Diferentes indicadores permiten monitorear y corregir deficiencias en la vigilancia, entre los que se
encuentran (WHO', 2003):

1.- Determinacion del porcentaje de casos estudiados adecuadamente, a las 48 horas de la
notificacion.

2.- Porcentaje de casos con muestra adecuada, tomada dentro de los tres primeros dias de iniciada la
erupcion.

3.- Porcentaje de muestras de sangre que llegan al laboratorio, dentro de los primeros cinco dias
posteriores a la toma de la muestra.

4.- Porcentaje de casos con resultado de laboratorio, en los cuatro dias posteriores a la recepcion de
la muestra.

5.- Porcentaje de brotes con muestras de orina o exudado nasofaringeo, tomadas dentro de los

primeros cinco dias posteriores al inicio del cuadro.
11.4.4. Vigilancia integrada del sarampidn, la rubeola y la parotiditis.

Al iniciarse las diferentes estrategias para eliminar el sarampion, la OMS planted la oportunidad de
eliminar al mismo tiempo la rubeola y el SRC, incorporando la vacunacioén combinada o la triple viral a
los programas de inmunizacion y creando una vigilancia integrada de estas dos enfermedades. Solo los
paises de Las Américas y Europa, pudieron dar inicio a esta estrategia, debido a que, por problemas de
logistica y disponibilidad de recursos, no fue posible aplicarla en las otras regiones del mundo (OMS’, 2010).

En cuanto a la vigilancia de la parotiditis, aiin es muy variable a nivel global y es fundamentalmente
pasiva. Entre 1999 y el 2004, el 57% de los estados miembros de la OMS, habian incorporado al
programa nacional de Inmunizaciones (PNI) la vacunacion contra este virus y mantenian el control
de la enfermedad. El 66% de los paises en vias de desarrollo usaron esta vacuna de forma rutinaria,
pero ninguno de los considerados como mas pobres, pudieron aplicar al menos, una dosis de la

misma (WHO?, 2010).
11.4.5. Vigilancia de sarampion y rubeola en diferentes regiones del mundo.

Reqidn de Llas Ameéricas. En 1994, se establecié la meta de eliminar el sarampion para el afio 2000,

lograndose coberturas de vacunacion de un 84%. En 2002, se reportd la interrupcion de la

transmision del sarampidn endémico y en 2003, se da inicio a la estrategia de eliminar la rubeola y
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el SRC para el afio 2010. Muchos factores contribuyeron a lograr este objetivo, dentro de ellos, la
incorporacion de la vacuna bivalente sarampion/rubeola o la triple viral a los programas de
inmunizacion de los paises, el cumplimiento de las estrategias de vacunacion, la alta cobertura
vacunal, el compromiso politico, el suministro ininterrumpido de vacunas y estuches para el
diagnostico, entre otros (Castillo” y Ruiz, 2009; OMS*, 2010).

Region Africana. En 2006, se logré reducir un 90% de la mortalidad por sarampion, debido al

esfuerzo de los estados y a la aplicacion de estrategias que dieron buenos resultados en las
Américas, no obstante, en 2008, un total de 7,7 millones de nifios menores de un afio no recibieron
la primera dosis de la vacuna. El objetivo planteado en esta region, es eliminar el sarampion para el
afio 2020, esperandose un compromiso politico sostenido y una mejoria en la cobertura de
vacunacion antisarampionosa sistematica (Duclos y cols, 2009; OMS®, 2010).

Region del Mediterraneo Oriental. El objetivo de los estados miembros es eliminar el sarampion

para el 2010. En 2007, se logr6 una reduccion de un 90% de la mortalidad por esta enfermedad y en
2008 la cobertura de vacunacion fue de un 85%. Se espera que sélo algunos paises logren la
eliminacion entre 2010 y 2020, ya que se desconocen las fuentes de financiamiento para la
vacunacion de seguimiento en 2010 y en los afios siguientes, no existe una vigilancia adecuada y los
conflictos y la inseguridad socavan el desarrollo de sistemas de salud eficientes (Duclos y cols, 2009;
OMS?, 2010).

Region Europea. En 1998, se plante6 eliminar el sarampion y la rubeola/SRC para el afio 2010. En

2007, la incidencia de sarampion disminuy6 grandemente, sin embargo en 2008 se produjo un
resurgimiento de esta enfermedad en los paises de Europa Occidental, en grupos de poblaciones sin
vacunar, donde los programas presentaban dificultades debido a politicas contra la vacunacion. Se
espera que para 2010, 30 de los 53 estados miembros no logren la eliminacion, siendo necesario
aumentar el compromiso politico y social, mantener alta cobertura de vacunacion, restablecer la
confianza de las personas en la misma y monitorear la vigilancia a través de los indicadores de
desempefio (Anénimo d, 2009; OMS*, 2010).

Region del Asia Sur Oriental. Con excepcion de la India, todos los paises lograron reducir un 90%,

la mortalidad por sarampion, sin embargo, la region no lograra el objetivo mundial de eliminacion,
hasta que la India no ejecute las estrategias recomendadas. Los desafios fundamentales son, lograr

altas coberturas de vacunacion, sostener las actividades de erradicacion de la poliomielitis y hacer
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estudios de eficacia de la vacuna antisarampionosa en lugares densamente poblados con tasas de
natalidad elevada (OMS®, 2010).

Regidn del Pacifico Occidental. En 2003, los paises de la region decidieron eliminar el sarampion.

Diferentes estrategias se llevan a cabo fundamentalmente en China y Japdn, donde ocurre el 97% de los
casos, para lograr la eliminacion entre 2010 y 2015, necesitando obtener una alta cobertura de
vacunacion, voluntad politica, vigilancia de calidad y apoyo de laboratorios acreditados (Anénimo ©,

2009; Duclos y cols, 2009; OMS*, 2010).
11.4.6. Vigilancia epidemioldgica de PRS en Cuba.

Diferentes estrategias se desarrollaron en Cuba para el control y posteriormente la
eliminacioén del sarampion, la rubeola y la parotiditis. En el afio 1988, las autoridades de
salud trazaron la meta de eliminar estas enfermedades en el quinquenio 1988-1993. Se
elabor6 un programa que comenzo a ejecutarse en abril de 1988, cuyas bases
fundamentales estaban sustentadas por las premisas bésicas de mantener coberturas de
vacunacion iguales o superiores al 95% en nifios de un afio con vacuna triple viral,
establecer un sistema de vigilancia epidemioldgica y de laboratorio integrada de estas tres

enfermedades e implementar medidas agresivas de control de foco (MINSAP?, 1995).
11.4.6.1. Vigilancia epidemiolégica del sarampion.

Decenas de miles de casos de sarampion se reportaban en Cuba antes del periodo vacunal. Con el
objetivo de disminuir la incidencia de esta patologia, las autoridades del Ministerio de salud Publica
(MINSAP) aplicaron varias estrategias, la primera de las cuales, (1971-1979), estuvo dirigida a
lograr altas coberturas, inmunizando con vacuna antisarampionosa a nifios de 6 meses a 5 afios
por ser este grupo el que aportaba el 63% de la incidencia de la enfermedad, antes del periodo
vacunal. La cobertura alcanzada al final del afio 1979 no sobrepaso el 70% y el tinico impacto
observado fue el espaciamiento de los ciclos epidémicos de 2 a 5 afios, ya que el resultado esperado
no se produjo debido a la interferencia de los anticuerpos matermos con los desarrollados por la vacuna
y no se incluyeron a los escolares de 6 a 14 afos, los cuales aportaban el 24,5% de la incidencia
(MINSAP®, 1999).

Se aplico una segunda estrategia, (1980-1985), donde se incrementd la cobertura con vacuna

antisarampionosa en un 75 %. Se comenz6 a vacunar a los nifios a los 9 meses de edad, para evitar
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interferencia con los anticuerpos matemos y se ampli6 la vacunacion hasta los 14 afios. El aumento en la
cobertura de vacunacion en la poblacion menor de 15 afos, produjo un marcado impacto sobre la
morbilidad por sarampion y la tendencia de la mortalidad fue marcadamente descendente
(MINSAP®, 1999).

Con la tercera estrategia, (1986-1987), se inici6 la campaina nacional de vacunacion con la vacuna
triple viral en toda la poblacion infantil entre 1 y 14 afios, independientemente de estar inmunizados
o padecer la infeccion natural con anterioridad. Al final de la misma, se incorpord esta
vacunacioén al PNI al afio de edad (MINSAP®, 1999).

La cuarta estrategia, (1988-1993), dio inicio al programa para la eliminacién del sarampion y se
cred un sistema de vigilancia seroepidemioldgica con la participacion activa del laboratorio para la
confirmacion de los casos. Con este programa se lograron coberturas iguales o superiores a un 95%,

se cred el SVE y se implantaron medidas para el control de foco (MIN SAP’, 1999).
11.4.6.2. Vigilancia epidemiolodgica de la rubeola.

Para el control de la rubeola en Cuba se aplicaron diferentes estrategias, la primera, (1982-1986),
estaba dirigida a la eliminacion a largo plazo del SRC, por lo que se vacunaron con la antirrubeola
las nifas de 12 a 14 afios en el curso escolar 1982-1983 y en los cursos subsiguientes a las de 12
afios, de tal manera que al final del curso escolar 1985-1986, estaban vacunadas todas las
adolescentes entre 12y 17 afios (MINSAP®, 1999).

En la segunda estrategia, ( Enero - Agosto de 1986), se tratd de lograr la eliminacion a mediano
plazo del SRC, vacunandose a todas las mujeres en edad fértil de 18 a 30 afios, lograndose una
cobertura del 72,8% y la tercera, (1986-1987), estuvo encaminada a la eliminacion a corto plazo de
la rubeola como enfermedad y el SRC, vacunandose con la triple viral a toda la poblacion cubana
desde 1 a 14 afios, independientemente de estar vacunados anteriormente o padecer la infeccion natural

(MINSAP*, 1999).
11.4.6.3. Vigilancia epidemioldgica de la parotiditis.

En Cuba, antes de 1959, la vigilancia de la parotiditis se hacia de forma pasiva, posteriormente se
incluy6 dentro de todas las enfermedades de notificacion obligatoria, elevandose a miles los

reportes anuales de morbilidad.
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A partir de 1988, se establecieron y diseminaron a todos los niveles de salud los lineamientos para
la vigilancia y se comenzo a investigar cuidadosamente la mayoria de los casos con sospecha de
parotiditis, lo que incluia la extraccion de muestras de sangre para la confirmacion por el
laboratorio, estableciéndose como estrategia para la eliminacion de esta enfermedad, alcanzar y
mantener una inmunidad elevada en la poblacion y una esmerada vigilancia de casos sospechosos
con la interrupcion de la circulacion del virus en el pais ( MINSAP?, 1995).

Con la campaiia de “puesta al dia” en la vacunacion antisarampionosa que se llevo a cabo en Cuba
desde octubre de 1986 a marzo de 1987, empleando la vacuna combinada PRS, quedaron
inmunizados contra la parotiditis todos los nifios de 1 a 14 afios de edad, independientemente de sus
antecedentes de vacunacion o de infeccion previa con la enfermedad (MINSAP?, 1995).

En el quinquenio 1988-1995, las autoridades de salud se propusieron eliminar la parotiditis junto al
sarampion y la rubeola, notificindose cada afio, desde 1989, menos de 50 casos confirmados por
pruebas serologicas. Durante el tltimo trimestre del afio 2004 fueron reportados en 3 provincias del pais,
méas de 400 casos y durante los afios 2005 y 2006 aumentaron las cifras de casos de parotiditis
distribuidos en todo el territorio nacional. No obstante las medidas de control aplicadas en los brotes, la
enfermedad continud propagéndose y el numero de casos anuales fue superior a 1 000, la cifra mas

importante que hubo en Cuba desde que comenzo su vigilancia y control en 1988 (Valcarcel, 2007).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

111.1. Produccion de antigenos.

Tabla 1. Numero de pases, titulo infectivo, procedencia y afio de aislamiento de las

cepas virales empleadas en la produccién de antigeno de PRS.

Cepas Virales NuUmero de Titulo Procedencia Afo
pases infectivo de
aislamiento
., 52 ATCC/VR24/
Sarampion/Edmonston B | 3P/VERO 107~ TCIDs Lot11/%9-10 1989
Parotiditis/Urabe AM9 | 4P/VERO | 10°TCIDs, | |nstituto Pasteur 1990
(Paris, Francia).
Instituto Carlos III
Rubeola/ RA 27/3 4P/VERO | 10%°TCIDso (Majadahonda, 1989
Madrid, Espana).
TCID: 50% de la dosis infectiva en cultivo de tejidos (siglas del inglés, Tissue Culture Infective Dose) P: Pase

111.1.1. Produccién del antigeno de la parotiditis y el sarampion para la realizacion de

las técnicas de IH, IF1y el Sistema Ultramicroanalitico (SUMA).

Para la preparacion del antigeno de sarampion y el de parotiditis, se empleo la linea celular VERO,

obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC CRL 1688, Rockville, Maryland, EEUU)

y cultivada en frascos plasticos Roller (Corning) en el departamento de Cultivos Celulares del IPK.
Para la obtencion del antigeno de sarampion, las células fueron inoculadas con 500 pl de la cepa
Edmonston B y en el caso de la parotiditis se empleo igual cantidad de la cepa Urabe AMO.
Después de una hora de contacto del virus con las células a 37°C, se afiadi6 medio de crecimiento
199, suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 2% mas antibioticos (penicilina y
estreptomicina al 0,1%) y glutamina al 2%, para el mantenimiento de las mismas. A las 72 horas se
les realiz6 un cambio de medio sin SFB.

Las células inoculadas se observaron al microscopio Optico diariamente, hasta que al quinto dia,

cuando el ECP fue aproximadamente del 100%, se procedio al desprendimiento de las mismas
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empleando perlas de cristal. El sedimento se congeld y se descongeld en 10 ocasiones, luego se
sonico a razon de 6 ciclos durante 30 segundos cada vez, empleando un sonicador Soniprep-150
MSE vy se centrifugé a 1 500 revoluciones por minuto (rpm), durante 15 min a 4°C. Posteriormente
se recogio el sobrenadante, el cual se titul6 empleando la técnica de hemaglutinacion y se conservo

posteriormente a menos 70° C hasta su uso (Gershong y Krugman, 1979; WHO?, 1997).
111.1.2. Produccion del antigeno de rubeola para la realizacion de las técnicas de IH, IF1 y el SUMA.

En la preparacion del antigeno de rubeola se emple6 el método descrito por Vejtor en 1986. La cepa
viral RA 27/3, fue inoculada en la linea celular VERO, la cual fue cultivada en frascos plasticos
Roller (Corning) en el departamento de Cultivos Celulares del IPK. Se adicionaron 500 pl del
indculo a las células y se dejo en contacto durante una hora a 37°C, posteriormente se afiadié medio
de crecimiento 199 suplementado con SFB al 2% maés antibioticos (penicilina y estreptomicina al
1%) y glutamina al 2%, para el mantenimiento de las mismas. A las 72 horas se cambid
nuevamente el medio, pero esta vez sin suplementar con SFB.

Las células inoculadas fueron observadas diariamente hasta la aparicion al quinto dia del ECP de
aproximadamente un 100% y se procedi6 al desprendimiento de las mismas de los frascos empleando
perlas de cristal. Se centrifiugd a 6 000 tpm durante 15 min a 4°C, luego se recogio el sedimento y el
sobrenadante y se congelaron y se descongelaron en 3 ocasiones, centrifugandose en gradiente
discontinuo de sacarosa (20% al 70%) a 40 000 rpm durante 2 horas a 4°C, posteriormente se procedio
a la recogida de la banda formada, la cual se titul6 por el método de hemaglutinacion y se conservo a

menos 70°C hasta su empleo (Gershong y Krugman, 1979; WHO?, 1997).
111.2. Técnicas empleadas.

111.2.1. Técnica IH para la deteccion de anticuerpos a los virus del sarampidn, la parotiditis y la
rubeola.

Se emplearon las técnicas descritas por Gershong y Krugman en 1979. Las muestras fueron
inicialmente inactivadas a 56 °C durante 30 min, posteriormente se trataron con una solucién de
albumina bovina sérica (ABS) al 1% en tampodn fosfato salina (PBS) y una suspension de globulos
rojos (GR), segun el virus en estudio. En el caso del sarampion se emplearon GR de mono verde al

2,5%, de gallo al 50% en el de la parotiditis y de ganso al 50% en el de la rubeola.
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La técnica se realiz6 en placas de fondo U de 96 pocillos (Greiner) para el estudio del sarampion y la
parotiditis y de fondo V para el de la rubeola (Greiner). Se realizaron diluciones al doble de los antigenos
para su titulacion y se considerd como titulo de los mismos, a la ultima dilucion donde se produjo
hemaglutinacion, posteriormente se procedié a la verificacion de las 4 unidades hemaglutinantes (UH).
Para determinar el nivel de anticuerpos a sarampion y parotiditis, se tomaron alicuotas de 50ul de
los sueros previamente inactivados, luego se afiadieron 100ul de kaolin y 25pul de la suspension de
GR, se mezclaron e incubaron a TA de 18 a 20 horas y se centrifugaron a 1 200 rpm durante 10
min, recogiéndose posteriormente el sobrenadante.

En el caso de la rubeola, una vez inactivados los sueros, se les adicionaron 200l del tampén pH 9 ( NaCl,
NaOH, CaCl2, MgCI2 , H20 ) con ABS al 0,4% y 250 pl de kaolin y se dejaron en contacto durante 20
min a TA. El sobrenadante fue colectado después de realizar una centrifugacion a 1 500 rpm por 10 min.
Posteriormente, se anadieron a partir del segundo pocillo de la placa, 25ul del diluente (PBS + 0,1%
ABS) y 25pl de la muestra ya tratada a los pocillos primero, segundo y al perteneciente al control de
suero. Se realizaron diluciones al doble desde el segundo pocillo hasta el quinto y luego se anadieron
25 ul de las 4 UH del antigeno ya verificadas, a todos menos al del control, mezclandose bien e
incubandose durante una hora a TA. Posteriormente se adicionaron 25 pl de la suspension de GR al
0,5% a toda la placa, incubandose durante 2 horas a TA. La dilucion inicial del suero en el caso del
sarampion y la parotiditis fue de 1:4 y en el de la rubeola de 1:10. Se realizo la lectura de la prueba,
considerandose como el titulo del suero, al reciproco de la dilucion final que produjo inhibicion de la
hemaglutinacion.

Criterio de positividad: Se considerd positiva aquella muestra que presentd seroconversion o
aumento del titulo de anticuerpos del segundo suero cuatro veces 0 mas con respecto al primero.
Seroconversion de los sueros pareados al sarampion y la parotiditis: Cuando el titulo del primer suero
(fase aguda) fue menor de 1:4 y mayor o igual a 1:8 en el segundo suero (fase convaleciente). En el

caso de la rubeola, cuando el titulo del primer suero fue menor de 1:10 y mayor o igual a 1:20 en el

segundo.

111.2.2. SUMA para deteccion de anticuerpos totales al virus del sarampion.

Se realizd segun el método descrito por Soler y colaboradores en 1992. Se emplearon placas de
polivinilo de 96 pocillos (Costar) que fueron sensibilizadas con antigeno de sarampioén a una

concentracion de proteinas de 40 pg/ml. Se afiadieron 10 pl del antigeno a toda la placa y se incubd

41



Materiales y Métodos

de 18 a 20 horas a 4 °C en camara humeda. Las muestras y sueros controles, se diluyeron 1:40 en la
solucion tampodn (Tris - Tween 20 al 0,05% + suero de carnero al 5%), se distribuyeron 10 pl por
pocillo y se incubaron 30 min a 37 °C en cdmara humeda. Se realizaron 4 lavados con el tampén y
posteriormente se adiciond el conjugado (anti- inmunoglobulinas totales humanas conjugadas con 3
galactosidasa (Centro de Inmunoensayo (CIE), C. de la Habana) a una concentracion de 1:300,
luego se incub6 30 min a 37 °C y se repitié posteriormente el lavado en las condiciones descritas
anteriormente. Se afiadieron 10 pl de la solucion de sustrato fluorigénico (4-metil umbeliferil 3 d-
galactopiranosido, (Koch Light Limited Harveshall, Suffork / Inglaterra), siendo estimada la
fluorescencia en el espectrofluorimetro automatico (PR-521).

Criterio de positividad: Se consider6 positiva la muestra que presentd seroconversion o aumento
del titulo de anticuerpos del segundo suero cuatro veces 0 mas con respecto al primero.
Seroconversion de los sueros pareados: Cuando el titulo del primer suero fue menor de 1:40 y

mayor o igual a 1:80 en el segundo.
111.2.3. SUMA para la deteccion de anticuerpos totales al virus de la rubeola.

Se realizo la deteccion de anticuerpos totales empleando la técnica normalizada por Gonzalez y
colaboradores en 1992. A la placa de poliestireno (Costar) de 96 pocillos recubierta con antigeno de
rubeola, se le afiadieron 10 pl de muestras de suero diluido 1:40 en el tampon de dilucion (Tris -
NaCl - Tween 20 + suero de camero al 20%), luego se incubé a 37 °C por 30 min. Pasado el
periodo de incubacion, se lavo cuatro veces con la solucion de lavado (Tris - NaCl - Tween 20) y se
afiadi6 el conjugado 1:1 000 (anti inmunoglobulina humana conjugada con fosfatasa alcalina). Se
incub6 30 min a 37 °C y posteriormente se afiadieron 10 pl por pocillo del sustrato fluorigénico (4-
metilumbeliferil fosfato B d- galactopiranésido). La lectura de la fluorescencia se realizd con el
espectrofluorimetro automatico (PR-521) y se emple6 el programa UMELISA- Rubeola (CIE).

Criterio de positividad: Se consider6 positiva la muestra que present6 un valor de corte mayor o

igual a 0,21 unidades de fluorescencia.

111.24. ELISA para la deteccion de anticuerpos de tipo IgM al virus del sarampion.

(Enzygnost anti-Virus del Sarampion/lgM, DADE Behring, Germany).

Es un ELISA comercial que emplea un principio indirecto, el cual se realizé segun las instrucciones

del fabricante. Los sueros a investigar se trataron con solucion absorbente del factor reumatoideo
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(FR), mezclando 200ul de los mismos con 200ul de esta solucion, luego se incubaron entre 18 a 20
horas a 4 °C. Posteriormente, se tomaron 150pl de los sueros previamente tratados y de los controles
positivos y negativos y se agregaron a la fase solida recubierta con el antigeno de sarampion y su
control (células no infectadas con el virus), se incubé durante 60 min a 37 °C. Pasado este tiempo se
realizaron tres lavados con el tampon proporcionado por el estuche.

Se afiadieron 100ul de anti-IgM humana conjugada con peroxidasa y se volvi6 a incubar durante 60
min a 37 °C, para lavarse nuevamente como se habia descrito anteriormente. El sustrato tetrametil
bencidina (TMB), se afiadi6 a toda la placa a razén de 100l por pocillo y se incub6 durante 30 min
a TA al abrigo de la luz. Esta reaccion se interrumpio por la adicion de la solucion de parada,
originandose una coloracion amarilla cuya intensidad se midi6 con un filtro de 450nm.

Para cuantificar los anticuerpos de tipo IgM presentes en las muestras estudiadas, se calculd la
diferencia de intensidad cromética de los pocillos recubiertos con antigeno y antigeno control,
Criterio de positividad: Se considerd una muestra como positiva, cuando el valor de densidad

optica (DO) fue mayor al valor de corte prefijado (0,2) en el estuche.

111.2.5. ELISA de captura para la deteccion de anticuerpos de tipo IgM al virus de la rubeola

(Rubenostika IgM 11, Biomerieux, Suiza).

El sistema comercial Rubenostika IgM II es un ELISA basado en el principio de captura de
anticuerpos y se realizo siguiendo las instrucciones del fabricante.

A los pocillos de la placa de reaccion recubiertos con anti [gM humana (obtenida en oveja), se les
afiadieron 100pul de las muestras a estudiar y los controles y se incubaron a 37°C durante 1 hora.
Después de lavar en 4 ocasiones con tampon fosfato suministrado en el estuche, se distribuyeron
100 pl del antigeno y del conjugado monoclonal anti-rubeola marcado con peroxidasa de rabano
picante y se incubé a 37°C durante 1 hora.

Se lavd nuevamente en 4 ocasiones, se aplicaron 100pl del sustrato TMB y se incub6 a 25°C
durante 30 min, la reaccion se detuvo con acido sulfirico 12 M, a razon de 100ul por pozo. La
lectura se realiz6 con un filtro de una longitud de onda de 450 nm.

Criterio de positividad: La intensidad del color fue proporcional a la concentracion de anticuerpos de tipo
IgM anti-rubeola presentes en la muestra, considerandose como positiva, cuando la absorbancia de la

misma fue mayor o igual al valor de corte calculado en la prueba y negativa cuando fue menor que éste.
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111.3. Colecta, almacenamiento y envio al laboratorio, de las muestras de suero, exudado

nasofaringeo y orina, empleadas en el estudio.

Muestras de suero. Se colectaron por puncion venosa, 10 ml de sangre total, luego se
centrifugaron a 1 500 rpm durante 15 min, se extrajeron los suero y se depositaron en viales de
1,5ml (eppendorf), rotulados y sellados, colocandose en envases plasticos herméticamente cerrados,
con material absorbente (algodon) en su interior, para evitar el derrame del contenido. La muestras
fueron trasladadas a 4 °C  al laboratorio y conservadas posteriormente a menos 20 °C hasta su uso
(OMS?, 2006).

Sueros pareados: Los primeros sueros fueron colectados en la fase aguda de la enfermedad, (quinto
dia de la fecha de inicio de los sintomas (FIS) y los segundos sueros (fase convaleciente), entre 15
y 21 dias después de extraido el primero. Los monosueros empleados en el ELISA/IgM a
sarampion y rubeola, fueron tomadas en la fase aguda de la enfermedad.

Muestras de exudado nasofaringeo. Fueron colectadas en caso de brotes, al quinto dia de la FIS.
Se emplearon hisopos estériles, tomandose células epiteliales de faringe y nariz, posteriormente
fueron colocados en tubos estériles con tapa de rosca que contenian 2ml de PBS y se mantuvieron
a4 °C hasta su llegada al laboratorio, donde las células fueron eluidas en el medio y los hisopos
extraidos de los tubos. Se centrifugd a 1 500 rpm durante 10 min a 4 °C y el sedimento se
resuspendié en PBS,conservandose a menos 70 °C hasta su empleo (OMS”, 2006).

Orina. Se colectaron 50 ml de orina en un tubo (eppendorf) estéril y cerrado herméticamente con el
fin de evitar el derrame de la muestra y luego se enviaron al laboratorio a una temperatura de 4 °C.
Posteriormente se procedio a la centrifugacion a 1 500 rpm, durante 10 min a 4 °C, se resuspendio el
sedimento en 1 ml de PBS y se guardé a menos 70 °C, hasta su uso. Las muestras fueron recogidas al
quinto dia de la FIS (OMS®, 2006).

Las muestras empleadas en el estudio, venian acompafiadas de una encuesta epidemiologica donde
fueron recogidos los datos de identificacion del paciente, asi como el cuadro clinico y
epidemioldgico, los cuales se ven reflejados en el Anexo 1.

Ademads se confeccion6 una base de datos en el programa Excel, donde se recogieron todos los

datos de la encuesta epidemioldgica y los resultados obtenidos.
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Todas las muestras fueron consideradas como un material potencialmente infeccioso y para su
coleccion y manejo, se cumplieron con los procedimientos normalizados de bioseguridad, segiin

los requisitos orientados por la OMS (OMS?, 2004).
111.4. Materiales y métodos especificos de cada estudio.

111.4.1. Procedimientos establecidos en el laboratorio para la vigilancia de PRS. Cuba
1988/2007.

111.4.1.1. Métodos.

Se realiza la descripcion de los diferentes algoritmos de trabajo establecidos en el LNR de PRS del
IPK, durante los afnos 1988 al 2007, para la integracion de la vigilancia de laboratorio al programa

de eliminacion de estas tres enfermedades.
111.4.2. Introduccién del ELISA/IgM para el diagnostico del sarampidn. Cuba 1995.

111.4.2.1. Muestras seroldgicas. Se estudiaron 60 pares de suero procedentes de la vigilancia
seroepidemiologica del sarampion y la rubeola, que llegaron al LNR en el periodo comprendido

entre enero y mayo de 1995.
111.4.2.2. Técnicas Empleadas.

111.4.2.2.1. ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos de tipo IgM al virus del sarampion
(Clark Laboratories INC. Measles IgM ELISA, EEUU).

Es un sistema comercial que emplea un principio indirecto y se realizo siguiendo las instrucciones
del fabricante. Las muestras a estudiar fueron diluidas con el tampoén suministrado por el estuche
(20ul de la muestra + 400ul de tampon), luego se tomaron 200 pl de las mismas y se les agregaron
200ul de la solucion absorbente del FR, la mezcla fue incubada durante 20 min a TA.
Posteriormente se adicionaron 100ul a la fase solida recubierta con antigeno y antigeno control y se
realizd una incubacién durante 1 horaa 37 °C.

Se efectuaron tres lavados, se agregaron 100ul del conjugado anti-IgM humana a cada pocillo y se
incub¢ durante 1 hora a 37 °C. Se lavo la placa de reacciéon como se describi6 anteriormente y se
anadieron 100ul del sustrato TMB, se realiz6 una incubacion de 30 min a TA al abrigo de la luz.

La reaccion se detuvo por la adicion de 100 pl de la solucion de parada, dando origen a una

coloracion amarilla cuya intensidad se midi6 con un filtro de una longitud de onda de 450nm.
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Criterio de positividad: Se consider6 la muestra positiva de anticuerpos, cuando present6 un valor

de DO mayor o igual a 0,2.
111.4.2.2.2. IFI para la deteccion de anticuerpos de tipo IgM a los virus del sarampion y la rubeola.

Se prepararon laminas de fluorescencia de 10 pocillos (ICN Biomedicals, Inc.), a las cuales se les
afadieron 10ul de células VERO infectadas con los virus del sarampion o el de la rubeola y de
células no infectadas como control, posteriormente se procedio a fijar las mismas con acetona
durante 1 hora a menos 20°C y se dejaron secar a TA. Luego se le afiadieron 10 pl de las muestras
previamente tratadas con solucion absorbente del FR (Behringher) (20pl de la muestra + 20pl del FR)
y se incubaron a 37°C durante tres horas. Pasado este tiempo, las laminas se lavaron con PBS y se les
adicion6 el conjugado anti- [gM humano marcado con fluoresceina (BIOCEN, Cuba); se tifieron con
azul de Evans y se incubaron a 37°C durante 30 min. Posteriormente se volvieron a lavar tres veces
con PBS, se secaron y se observaron al microscopio de fluorescencia (Leica) (Knapp y cols, 1978).

Criterio de positividad: Se consideré una muestra positiva de anticuerpos, cuando se encontrd

fluorescencia en el citoplasma de las células infectadas y ausencia de ésta en las células sin infectar.
111.4.2.2.3. Deteccion de anticuerpos neutralizantes al virus del sarampion (micrométodo).

Se realiz6 la microneutralizacion segun el método descrito por Gershong y Krugman, en 1979.
Para la titulacion del virus del sarampion, se emplearon placas de 96 pocillos (Costar) de fondo
plano con una monocapa confluente de células VERO, preparadas previamente en el
departamento de Cultivos Celulares del IPK, luego se realizaron diluciones desde 10™ hasta 10™
del mismo y se inocularon 25ul de estas diluciones en cada pocillo de la placa, las 100 TCIDs, se
correspondieron con la dilucion 10,

Posteriormente, las muestras de sueros pareados a estudiar, se diluyeron desde 1:4 hasta 1:64 y se
afiadieron 25 pl de cada una de ellas y de las 100 TCID s del virus, a la placa de microtitulacion,
dejandose en contacto durante una hora a 37°C en atmoésfera de CO, al 4 %. Transcurrido este
tiempo, se anadieron 50 pl de la suspension de células VERO a todos los pocillos de la placa y se
incub6 nuevamente a 37 °C con CO,. Al quinto dia después de la inoculacion, se observo el ECP
caracteristico en el control viral y se procedio a la lectura de las placas empleando el microscopio
invertido (Leica). Cada lote de prueba se acompaii6 de controles de células, de toxicidad del suero y

de dosis de cada virus.
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Criterio de positividad: Se consideraron positivos de infeccion con el virus del sarampion,
aquellos casos cuyos pares de suero presentaron seroconversion (titulo del suero de fase aguda
menor de 1:4 y mayor o igual a 1:8 el de la fase convaleciente) o cuando hubo incremento en el

titulo de anticuerpos de cuatro veces o mas del segundo suero con respecto al primero.

111.4.2.2.4. IFI para la deteccion de anticuerpos de tipo 1gG al citomegalovirus (CMV), Virus
Herpes Simple (VHS), VCA (Antigeno de la capside viral, siglas del inglés, Viral Capsid Antigen)

y EA (Antigeno temprano, siglas del inglés Early Antigen ) del VEB.

En la deteccion de anticuerpos de tipo IgG al CMV, VHS y al VEB, se empled el método realizado
por Alvarez y colaboradores en 1989. Para conocer la presencia de anticuerpos de tipo IgG al CMV,
las laminas de inmunofluorescencia (ICN Biomedicals, Inc.), fueron fijadas con células de pulmon
humano (PH) y se inocularon con la cepa de referencia AD 169 (Instituto Pasteur, Paris, Francia).
En el caso del VHS, fueron fijadas con células VERO infectadas con la cepa 127 de VHS tipo 1,
(obtenida de una lesion bucal, aislamiento en células VERO, IPK, 1992) y para la deteccion de la IgG
contra VCA y el EA del virus VEB, se utilizaron células P3HR1 (Linfoma de Burkitt, Ascitis, ATCC,
Rockville, Maryland, EEUU) como fuente de antigeno.

Los sueros a estudiar fueron diluidos desde 1:20 hasta 1:1 280 y se afiadieron 10 pl de los mismos a
las laminas de fluorescencia, luego se incubaron durante 30 min a 37 °C. Posteriormente se
afiadieron a cada uno de los pocillos, 10 pl del conjugado (Inmunoglobulinas de conejo anti
humanas, Biocen, Cuba) marcado con isotiocianato de fluoresceina y se volvio a incubar a 37 OC, 45
min. La lectura se realizd en un microscopio de fluorescencia (Leica).

Para la deteccion del EA del VEB, se realizo el anterior procedimiento y los sueros a estudiar fueron
diluidos 1:5 solamente.

Criterio de positividad: Se considerd como titulo de anticuerpos IgG al CMV, HSV y a VCA del
VEB, a la ultima dilucion del suero en la cual se detectaron anticuerpos fluorescentes intranucleares.
El criterio para considerar a una muestra positiva a EA del VEB fue la observacion de al menos una

célula fluorescente por campo.
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111.4.3. Vigilancia de laboratorio a los virus del sarampidn, la rubeola y la parotiditis. Cuba 1988/2007.
111.4.3.1. Muestras seroldgicas.

Se realiz6 el estudio de 15 199 y 15 462 muestras de suero (sueros pareados y monosueros), con el
diagnostico probable de sarampion y rubeola respectivamente y 18 382 sueros pareados diagnosticados como
parotiditis. Todas estas muestras fueron enviadas al LNR de PRS del IPK, para la vigilancia
seroepidemiologica a estos virus, procedentes de todas las provincias del pais, entre los afios 1988 al 2007.

Las muestras que arribaron con el diagnostico de sarampion, se les realizd determinacion de

anticuerpos al virus de la rubeola y viceversa.
111.4.3.2. Técnicas Empleadas.

Para realizar el estudio se emplearon las técnicas previamente descritas en los acapites III.1 ( Sub

acapites I1I.1.1 y I1.1.2) y en el acépite I11.2 (111.2.1, [11.2.2, [11.2.3, [I1.2.4 y 11.2.5).

111.4.4. Estudio de seroprevalencia de anticuerpos a PRS en una poblacién comprendida en

las edades entre 7 meses y 23 afios. Cuba 1999.
111.4.4.1. Muestras seroldgicas.

Se realizo una encuesta seroepidemiologica representativa de la poblacion cubana, en la cual se
estudiaron 1 593 muestras de suero, pertenecientes a personas entre 7 meses y 23 afos,
supuestamente sanos, de las cuales se extrajeron 10ml de sangre periférica por puncion venosa,
obteniéndose el suero, seglin el procedimiento descrito en el acépite I11.3.

Para la seleccion de la muestra se calculd la prevalencia de seropositividad con una precision
relativa, un estimado de esa prevalencia con un error relativo de casi un 4% y un nivel de
confiabilidad de un 95%. Se determinaron por grupos de edades diferentes tamafios de muestras
necesarios para el estudio segun la Tabla 2a de Lwanga y Lemeshow en 1991.

Se realiz6 un muestreo por conglomerados por provincias y se decidio tomar de forma aleatoria seis
provincias, de cada una de ellas se seleccionaron por muestreo aleatorio simple tres municipios y de
cada uno se escogieron 2 policlinicos o el unico policlinico municipal.

Después de estratificadas las muestras , se agruparon en 6 grupos de edades para realizar el estudio (< 1
ano, 1 afio, 2-5 afios, 6-10 afios, 11-15 afios y 16 - 23 afios), esta seleccion se realizo teniendo en cuenta
la edad de vacunacion con la triple viral en el PNI y la diferentes estrategias de eliminacion implementadas

en el pais.
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111.4.4.2. Datos para la coleccion de la muestra.
Para la coleccion de la muestra se disefio una encuesta que se muestra en el Anexo 2.
111.4.4.3. Técnicas Empleadas.

En este estudio se prepar6 el antigeno de PRS segtin las técnicas descritas en el acapite 1I1.1 (II1.1.1
y 1II.1.2) y se realiz6 la IH para la deteccion de anticuerpos a estos virus, encontrandose el

protocolo en el acépite I11.2 (II1.2.1).
111.4.5. Diagndstico de un brote de rubeola. Cuba 2004.
111.4.5.1. Muestras serologicas.

En el mes de febrero del 2004 fueron estudiados en el laboratorio un total de 111 monosueros de
casos con sospecha clinica de infeccion con el virus de la rubeola, pertenecientes a 67 estudiantes
venezolanos y 44 trabajadores cubanos de las Escuelas de Trabajadores Sociales (ETS) de Santiago

de Cuba, Ciudad de la Habana y Villa Clara.
111.4.5.2. Técnicas Empleadas:

Se realizo la deteccion de anticuerpos de tipo IgM a la rubeola y el sarampion con la técnica

ELISA, descrita en el acapite I11.2 (I11.2.4 y I11.2.5).

111.4.6. Determinacion de la avidez de los anticuerpos de tipo IgG en el suero de trabajadores

cubanos involucrados en el brote de rubeola de 2004.
111.4.6.1. Muestras serologicas.

Se realizo la deteccion de la avidez de la IgG a las muestras de suero de trabajadores cubanos de las
ETS de Santiago de Cuba y Ciudad de la Habana. Se estudiaron 17 primeros sueros pertenecientes
a estos trabajadores, los cuales eran ELISA/IgM positivos y 15 segundas muestras de suero de

estos mismos individuos.
111.4.6.2. Técnicas Empleadas.

111.4.6.2.1. ELISA para deteccion del indice de Avidez Relativo (IAR)(porciento de avidez) de

los anticuerpos de tipo IgG al virus de la rubeola.

49



Materiales y Métodos

Para medir la avidez de la IgG, se empled el estuche comercial Avidity Anti- Rubella ELISA (IgG)
(EUROIMMUN, Medizinische Labordiagnostika AG, Holanda), con un principio indirecto y en el

cual se siguieron las instrucciones del fabricante.

A todos los pocillos de la placa de reaccion se les adicionaron 100pl de las muestras a estudiar y en
esta misma placa se realizo la técnica ELISA, de una manera convencional y afiadiendo 200 pl de
una solucion de urea entre la incubacion de la muestra y la adicion del conjugado (anti IgG humana
marcada con peroxidasa), en hileras alternas. Se incub6 una hora a 37 °C y después de realizar los
lavados con el tampon fosfato suministrado en el estuche, se procedid a aplicar 100 pl del
cromogeno TMB/sustrato, el cual se incubd durante 15 min a TA, protegido de la luz. La reaccion
se detuvo posteriormente con la solucion de parada. La lectura se realizo con los filtros de 450 y
620nm como referencia, en un lector de ELISA (Reader 25, Biomerieux).

El IAR se calculo dividiendo la DO de la muestra tratada con urea, entre la DO de la muestra sin

tratar y luego se multiplicé por 100.

DO muestra tratada con urea

= X 100

DO muestra sin tratar con urea

Interpretacion de los resultados.

El limite superior del rango considerado como anticuerpos de baja avidez (Valor de Corte)
recomendado en el estuche fue del 40%. Valores de IAR por debajo del corte fueron indicativos de
anticuerpos de baja avidez (< 40%), entre el 40% y el 60% como moderados y los valores mayores
del 60% como de alta avidez.

Aquellas muestras que después de tratadas presentaron DO por debajo de 0,150, no se les realizd
deteccion del IAR, siendo consideradas como no detectables (ND).

Criterio de infeccion primaria: Aquellos casos donde el valor del IAR fue considerado como

moderado, por debajo del valor limite o no pudo ser detectado.

Criterio de infeccion secundaria: Aquellos casos donde el valor del IAR fue alto (> del 60%).
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111.4.7. Diagnostico de brotes de parotiditis. Cuba 2004/2007.
111.4.7.1. Muestras Clinicas.

Se estudiaron 6 937 muestras de sueros pareados de personas con un diagnostico clinico de
infeccion con el virus de la parotiditis que llegaron al LNR del IPK en los afios del 2004 al 2007 y
15 exudados nasofaringeos e igual nimero de muestras de orina, las cuales fueron colectadas en el

brote del 2004 y conservadas a menos 20° C hasta su uso.
111.4.7.2. Técnicas Empleadas.

Para la deteccion de los anticuerpos IH al virus de la parotiditis, se emplearon las técnicas descritas en los

acapites II1.1 (I11.1.1) y 1.2 (TIL.2.1).
111.4.7.2.1. Aislamiento del virus de la parotiditis en muestras de exudado nasofaringeo y orina.

Se empled el método descrito por Utz y colaboradores en 1957. Para realizar el aislamiento viral se
utilizo la linea celular VERO cultivada en frascos plasticos de 25 cm” (Corning) en el departamento
de Cultivos Celulares del IPK. Las células fueron inoculadas con 100pl de las muestras a estudiar
(exudado nasofaringeo, orina) y luego se incubaron a 37 °C durante 1 hora. Posteriormente se
agregaron 10 ml de medio de crecimiento 199 que contenia un 2% de SFB mas antibioticos
(penicilina y estreptomicina al 0,1%) y glutamina al 2%, para el mantenimiento de las células.

Alas 72 horas se realizé un cambio de medio, pero sin SFB, se volvieron a incubar a 37°C y se continué
observando diariamente hasta que se produjo el ECP (sincitios o desprendimiento de la monocapa)

tipico del virus de la parotiditis. Posteriormente se procedi6 a la identificacion del aislamiento.
111.4.7.2.2. Técnica de TR-RCP para amplificar el genoma del virus de la parotiditis.

Esta técnica se empleo para la identificacion de los aislamientos virales y para el diagnostico directo
de la muestra de exudado nasofaringeo y orina de los pacientes. El protocolo de las técnicas fue

descrito por Lizuka y colaboradores, en 2001.
111.4.7.2.2.1. Extraccion del ARN viral.

Se tomaron 200l de las muestras a estudiar y se depositaron en un tubo eppendorf de 1,5 ml, se
homogeneizd manualmente y se afiadieron 800ul de Trizol ® (Invitrogen). Esta mezcla se dejo
reposar durante 5 min, finalizado este tiempo, se adicionaron 200u1 de cloroformo (Sigma), se agitd

vigorosamente durante 1 min y se centrifugé a 13 000 rpm durante 20 min en una centrifuga
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(Eppendorf) a 4 °C. La fase acuosa obtenida como resultado de la centrifugacion, fue transferida a
un nuevo tubo eppendorf, al cual se le agregaron 400ul de isopropanol (Sigma) y una vez mezclado
por agitacion manual, se dejo reposar durante 10 min a TA. Posteriormente se centrifugd con las
condiciones descritas anteriormente y se desecho la fase acuosa, se anadié 1ml de etanol (Sigma) al
75%, se mezcld y centrifugd nuevamente de igual forma que las veces anteriores. Después de
eliminar todo el etanol residual, el precipitado se dejo secar completamente a TA y luego se

resuspendio en 20ul de agua dietilpirocarbonatada (Sigma).
111.4.7.2.2. 2. Técnica de Trasncripcion Reversa— Reaccion en Cadena de la Polimerasa (TR-RCP).

Inicialmente se realiz6 la transcripcion reversa, para lo cual se prepar6 la mezcla de reaccion con el
tampon constituido por 50mMTris HCI, pH8,3;75mM KCL, 2mM MgCI2, 10 unidades de enzima
reverso transcriptasa (RT) (23U/ul Roche), 10nmol de cada deoxinucleotido trifosfatado (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP) (Roche) y Tul del oligonucleotido
8152(5"AACCAACTCGTTGAGCAAGG3’), se completd con agua bidestilada libre de nucleasas
para un volumen final de 20 ul y se afiadieron 10 pl del ARN previamente extraido. La
amplificacion se llevo a cabo en un termociclador (Modelo PTC 100TM. MJ Research, Inc.) y se
realiz6 un ciclo a 95 °C /2 min, 42 °C/ 45 min y 95 °C/ 5 min.

Posteriormente se tomaron 5 pl de la mezcla del producto de la RT y se adicionaron 0,5 pl de la
enzima Taq ADN Polimerasa (5 U/ul Roche), 5ul del tampén de 1a Tag, 1 pl de dNTP, 1 pl de cada
uno de los oligonucleotidos 8151 (5" TGAACCTGTTGGTTGGATAG3") y 8152 y se afiadio agua
libre de nucleasas a completar un volumen de 50 pl. Después de los cuatro primeros minutos a 94 °C
de desnaturalizacion, se realizaron 35 ciclos de amplificacion (94 °C /1 min, 44°C/1.5min, 72°C/1
min), seguidos por 7 min de extensiéon a 72 °C .

Para realizar la RCP anidada, se tom6 1 pl del producto de la primera RCP, el cual se uni¢ a una
mezcla idéntica a la anteriormente descrita y con igual programa de amplificacion, pero
empleandose esta vez los oligonucleodtidos 8153 y 8154 (5"TAC TCA TTG GCA ATC CAG AG3’
y 5'TCC TGA TAA ACG GTG GTG AC3’) respectivamente.

Los oligonucledtidos empleados son especificos de la region del genoma del virus que codifica para
la proteina P del virus de la parotiditis, generando una banda de 199 pb y fueron elaborados en el

Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB, C. Habana, Cuba).
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La corrida electroforética se realizd a 90V durante 2 horas y el producto de la RCP fue visualizado
en un gel de agarosa al 2% en tampon tris borato, Etilén Diamino Tetracético (EDTA) (TBE 1X),

tefiido con bromuro de etidium. Se empled un marcador de peso molecular (100bp DNA ladder.

Promega) y se observo la banda especifica del virus por exposicion del gel a la luz ultravioleta en el

transiluminador.
I111.5. Anélisis estadistico.

Para conocer la significacion estadistica de los casos positivos en la vigilancia a PRS, durante 1988 al 2007 y
en el diagnostico del brote de rubeola del 2004, se empled la prueba de probabilidad exacta de Fisher.
Se utiliz6 el paquete estadistico GraphPad Prism 5.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA, 2007), en el

estudio de seroprevalencia de anticuerpos a PRS, en una poblacion comprendida entre 7 meses a
23 afios. Como medida de asociacion de los resultados obtenidos se calculd el intervalo de
confianza ( IC 95%), se procedio al célculo de la significacion estadistica mediante la prueba
paramétrica ( t tests) contenida en el programa y se realizo la determinacion del Titulo Promedio
Geométrico (TPG) realizando la transformacion logaritmica de los titulos obtenidos por IH,
calculandose la media aritmética, las cuales se compararon para detectar diferencia significativa

entre los titulos de anticuerpos en cada grupo estudiado, usando el analisis de varianza (ANOVA).
111.6. Consideraciones éticas de la investigacion.

Todos los estudios que forman parte de este documento, fueron sometidos a la consideracion de la
Comision de Etica Médica y Revision del IPK y conducidos de acuerdo a las revisiones de la
Declaracion de Helsinki de la 18" Asamblea Médica Mundial, Helsinki, Finlandia, junio 1964 y
enmendada por la 29" Asamblea Médica Mundial, Tokio, Japon, octubre 1975; la 35" Asamblea
Médica Mundial, Venecia, Italia, octubre 1983; la 41* Asamblea Médica Mundial, Hong Kong,
septiembre 1989 y la 48" Asamblea General Somerset West, Sudafrica, Octubre 1996.

En los estudios realizados, se emple6 el banco de muestras clinicas (suero, exudados nasofaringeos
y orinas) del laboratorio, procedentes de la vigilancia de PRS. En la encuesta epidemioldgica se
recogio el consentimiento informado de los participantes, padres o tutores (Anexo 3).

A todas las personas implicadas se les informé sobre los propositos cientificos y sociales de las
investigaciones a realizar, predominando los principios de voluntariedad, beneficencia y

confidencialidad.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. Procedimientos establecidos en el laboratorio para la vigilancia de PRS. Cuba 1988/2007.

Para incorporar la vigilancia de laboratorio al programa de eliminacion de estas enfermedades, se
establecieron varios algoritmos de trabajo, los cuales se fueron modificando a medida que se
aplicaron diferentes estrategias en la toma de la muestra y nuevas técnicas aplicadas al diagnostico,
lo que permitié un incremento en la calidad del resultado y una disminucion en el tiempo en la

obtencion de los mismos.
IV.1.1. Algoritmos de trabajo del laboratorio para el diagndstico de PRS.

Los algoritmos desarrollados en el laboratorio se realizaron en tres periodos diferentes, desde 1988
a 1990, de 1990 a 1995 y a partir del afio 1995 hasta el 2007.

Entre los afos 1988 y 1990, se recibieron y estudiaron muestras de sueros pareados, pertenecientes
a pacientes con el diagndstico de sindrome febril con erupcion, sospechosos de padecer sarampion
o rubeola. Durante este periodo, el diagnostico de estas enfermedades se realizo a través de la
técnica IH, que permitié detectar seroconversion o aumento en cuatro veces o mas del titulo de
anticuerpos del segundo suero con respecto al primero. Desde 1990 hasta 1995, debido a la
similitud de las caracteristicas clinicas, investigaciones epidemiolégicas y las técnicas empleadas en
el laboratorio para el diagnostico de ambas enfermedades, se decidid desarrollar una vigilancia
integrada de estos virus, donde los casos de sarampion eran estudiados como rubeola y viceversa
(Figura 3).

En este periodo se siguieron recibiendo muestras de sueros pareados y se comenz6 a aplicar el SUMA
para la deteccion de anticuerpos totales. Esta técnica permitié automatizar el diagndstico, disminuyendo
el tiempo de realizacion del ensayo; ademas, resultd ser mas econdmica, porque se empled un menor
volumen (10ul) de muestra y reactivos, no obstante, mostro tener una especificidad baja, por lo que

todos los casos positivos fueron confirmados por IH (Gonzalez y cols, 1992; Soler y cols, 1992).

54



Resultados Y Discusion

1988 - 1990 Sueros pareados
Pos

Sarampién, Rubécla - H <

1990 - 1995 1 Sueros pareados

Sarampion ¥ Rubéola - SUMA

\‘@ A Pos

Neg

MNeg

Segan los Procedimientos Normalizados de Operaciones { PNO) del laboratorio.

Figura 3. Algoritmo de trabajo para el diagnostico de muestras sospechosas
de sarampiony rubéola

La necesidad de seguir tomando este tipo de muestras para realizar las técnicas anteriormente
mencionadas y la demora que se producia en la extraccion del segundo suero, retardaban la
confirmacion del caso.

A partir de 1995 (Figura 4), se introduce en el laboratorio la técnica de ELISA para la deteccion de
anticuerpos de tipo IgM al virus del sarampion primeramente y luego al de la rubeola, llegando

muestras que correspondian a casos probables de la enfermedad.

7995- 2007

| |
ELISA/IgM Rubéola ELISA/IgM Sarampion
Suero ( 3-5to. Dia FIS) Suero ( 3-5t|0 Dia FIS)
|

Neg. Pos. v Pos. Neg.

Solicitar segunda muestra

< L

IH, Nt o ELISAS IgG
Brotes Rubéola y Sarampion

Aislamiento : C
Neg

E. Nasofaringeo Positiva
Orina Caso Confirmado ) Reportar al MINSAP

Segiin PNO del laboratorio.

Figura 4. Algoritmo de trabajo para casos probables de sarampion y rubéoia

TR-RCP
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La introduccion de este sistema permitié disminuir el tiempo en la obtencion de los resultados, ya
que al paciente solo se le tomaba una muestra de suero entre el tercer y quinto dias de iniciada la
erupcion. No obstante, a toda persona positiva, se le realizo una segunda extraccion de sangre entre
15 a 21 dias después de la primera, con el objetivo de realizar la confirmacion por IH, Nt 6
ELISA/IgG.

Sdlo en los brotes se colectaron ademas, muestras de exudado nasofaringeo y orina, en las cuales se
intento realizar el aislamiento viral y aplicar las técnicas de biologia molecular (TR-RCP), por ser
sensibles y especificas y por la necesidad de contar con herramientas y avances tecnoldgicos para

hacer el diagndstico mas rapido, eficiente y preciso.
IV.1. 2. Algoritmo de trabajo del laboratorio para el diagndstico del SRC.

En Cuba, la vigilancia de laboratorio del SRC estd integrada a la de rubeola y se reciben muestras
de suero de neonatos, hijos de madres con sospecha de infeccion por este virus y de aquellos que
presentan manifestaciones clinicas compatibles con el de sindrome de TORCH (Toxoplasma,
Rubeola, CMV y Herpes).

A todos estos casos se les realizo igual algoritmo que el empleado en el diagnostico de rubeola y en
aquellos neonatos en los cuales se observo una respuesta de anticuerpos de tipo IgM positiva, se les

solicitaron muestras de orina y exudado nasofaringeo para la realizacion de la TR-RCP y el

Neonato hijo de madre
con sospecha de rubeocla

{ Toma de muestra de suero)

Igl Negativo

aislamiento viral (Figura 5).

Vigilancia Integrada
Sarampion/Rubecia
{(Neonatos y Embarazadas)

Ighl Positivo

‘l ~ Orina { TR-RCP

19G & IH Exudado Nasofaringec
i Aldslamiento
serocconversion

: B

Caso Confirmado

b Reportar al MINSAP

Figura §. Algoritmo de trabajo para el diagnostico def SRC.

Segian PNO del laboratorio.

Al estudiar las muestras de estos pacientes, no se encontraron casos positivos al virus de la rubeola.

Resultados similares fueron reportados por Abdel-Fattah y colaboradores en Inglaterra, donde analizaron
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462 muestras de suero de pacientes con sindrome de TORCH, no encontrando casos positivos a rubeola,
planteando que la presencia de SRC disminuye rapidamente después de implementada la vacunacion
contra este virus como parte del programa de inmunizacion (Abdel-Fattah y cols, 2005)

En paises donde se aplico la vacunacion contra la rubeola por varios afos y se realizaron campanas en
mujeres en edad fértil, el impacto se vio reflejado en la disminucion de la incidencia de esta enfermedad
y del SRC, sin embargo, como la transmision de la rubeola continu6, la vacunacion fue indicada
también en adolescentes y adultos del sexo masculino (Castillo y de Quadros, 2002; OMS®, 2008).

En Cuba se reportaron epidemias de rubeola en los afios 1967, 1973 -1974 y 1981, llegandose a
producir alrededor de 1 200 casos de SRC. A partir del afio 1982, las autoridades de salud
decidieron realizar diferentes estrategias de vacunacion para controlar esta enfermedad, entre las
que estaba vacunar a las adolescentes y mujeres en edad fértil e incorporar la vacuna triple viral al
programa de inmunizaciones, cuyo impacto se reflejo en el control de la rubeola y el diagnostico del

ultimo caso de SRC en 1989 (MINSAP* 1999, Castillo y de Quadros, 2002).
IV.1. 3. Algoritmo de trabajo del laboratorio para el diagndéstico de la parotiditis.

Desde el afio 1988 hasta 2007, llegaron al laboratorio muestras de sueros pareados de casos
probables de estar infectados con el virus de la parotiditis.

Para el diagnostico serologico de esta enfermedad, se aplico la técnica de IH y en caso de brotes, se
tomaron muestras de exudado nasofaringeo y orina para realizar el aislamiento viral en cultivo

celular y la TR-RCP (Figura 6).

Muestra de caso probable de parotiditis
{ Sueros Pareados)

IH Negativo

IH Positivo

Caso Confirmado
Aldslamiento
-‘ Brotes

l TR-RCP

E. Nasofaringeo
Orina

Figura 6. Algoritmo de trabajo def iaboratorioc para ef diagnostico de parotiditis

Reportar al MINSAP

Segan PNO del laboratorio.
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Una vez obtenidos los resultados de las muestras estudiadas en la vigilancia de estas tres
enfermedades, fueron reportados a las autoridades nacionales y provinciales de salud (Vice
direccién de Higiene y Epidemiologia) a través de la via telefonica, con el uso del correo
electronico y los informes mensuales de la vigilancia. Se plantea, que la retroalimentacion debe ser
oportuna ¢ informativa, proporcionando los resultados obtenidos en las investigaciones
epidemiologicas y de laboratorio realizadas, mostrando la importancia del mantenimiento de la
vigilancia de estas enfermedades (Roush y cols, 2008).

El algoritmo de trabajo en la vigilancia de laboratorio de PRS establecido en Cuba, a medida que
fue incorporandose la vacuna triple viral al programa de vacunacion, permitié responder ante
cualquier evidencia de transmision de alguna de estas enfermedades.

En general, los indicadores de laboratorio revelaron un nivel de competencia adecuado, ya que el
100% de los casos notificados se estudiaron en las primeras 48 horas de su arribo al laboratorio y se
les realizaron las investigaciones pertinentes, aument6 la calidad de la muestra seroldgica, siendo
recogida dentro de los tres primeros dias de iniciada la erupcion, mientras que los exudados
nasofaringeos y orinas que se emplearon en el aislamiento viral y estudios moleculares, s6lo fueron
colectados en caso de brotes, pero las condiciones de transporte y conservacion para su envio al
laboratorio, no siempre fueron las recomendadas. Se incorporaron al diagndstico iguales técnicas
que las empleadas en los otros paises de la region y se realizaron las pruebas de proficiencia
serologica enviadas por la OPS con resultados satisfactorios.

No obstante, la recogida de los datos de la encuesta no se realiz6 de una manera uniforme, por lo que muchas
de ellas no reflejaron la informacion necesaria, la cual es importante para conocer el origen de la infeccion,
posibles contactos, realizar intervenciones y evitar la diseminacion de la enfermedad (Roush y cols, 2008).

El 80% de las muestras de suero no llegaron al laboratorio en los cinco dias posteriores a su
recogida, debido a demoras en el envio desde el lugar de su colecta hasta el LNR del IPK. Para
mantener un adecuado control de los casos desde el punto de vista epidemiolédgico y de laboratorio,
es necesario el cumplimiento de todos los indicadores, considerandose necesario, para aumentar la
calidad de la vigilancia, una mayor coordinacion y comunicacion entre los médicos de asistencia,
epidemidlogos y personal de laboratorio.

Al igual que en Cuba, la vigilancia de laboratorio a PRS también fue implementada en otros paises
del area como son Estados Unidos, Brasil, Costa Rica y los paises del Caribe Inglés, entre otros, ya

que se reconocid la importancia de la confirmacion por parte del laboratorio de los casos
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sospechosos de estas enfermedades. Asumiendo todos la responsabilidad de la recepcion, manejo y
procesamiento de las pruebas de diagnostico, interpretacion y reporte de los resultados, asi como la
participacion en los programas de control de calidad (Irons y cols, 2000; Fullerton y Reef, 2002;
Venczel y cols, 2003; Morice y cols, 2003).

IV.2. Introduccion del ELISA / IgM al diagndstico serolégico del virus del sarampidn. Cuba 1995.

La Tabla 2 muestra los resultados obtenidos en los 60 pares de sueros estudiados. Se observo que
todas las muestras fueron negativas por la técnica IH y en el caso del ELISA IgM, los primeros

sueros de 3 (5%) de los pares, fueron positivos.

Tabla 2. Resultados del ELISA/IgM y la IH al virus del sarampion en las muestras de sueros

pareados estudiadas.
Técnicas Positivos Negativos
Empleadas No. % No. %
IH 0 0 60 100
IgM-CLARK 3* 5 57 95
Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia PRS / IPK * Primeros sueros

Los tres casos cuyas primeras muestras eran positivas con el ELISA, se consider6 que estaban en
fase aguda de la enfermedad, debido a que en el sarampion, los anticuerpos de tipo IgM aparecen
rapidamente después de iniciada la erupcion , lo que es indicativo de un proceso en su estadio inicial
(Dietz y cols, 2004; OPS ® 2005). Estas muestras fueron estudiadas con la técnica de IFI para la
deteccion de anticuerpos de tipo IgM, siguiendo las recomendaciones del estuche comercial Clark, de
analizar los casos dudosos y positivos empleando la misma. Se les realizd ademas, la neutralizacion al
virus del sarampion, siendo negativos los resultados obtenidos con ambos procedimientos.

A pesar de que el ELISA para la deteccion de anticuerpos de tipo IgM al virus del sarampion,
mostro ser lo suficientemente sensible para detectar la aparicion de casos autoctonos e importados,
asi como, casos esporadicos, durante periodos de ausencia o baja transmision de la enfermedad, con
el empleo de esta técnica se encontraron resultados falsos positivos en ensayos indirectos, donde la

interferencia del FR juega un papel fundamental (Bellini y Helfand, 2003).
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En el estudio realizado, los 3 sueros IgM positivos fueron considerados como resultados falsos del
sistema, siendo una de las causas la interferencia del FR, independientemente de que las muestras
fueran previamente tratadas con la solucion absorbente. Diferentes autores plantearon la necesidad
de realizar el tratamiento con esta solucion en mas de una ocasion, ya que un método ideal para
eliminar el factor, no ha sido reportado (Meurman y cols, 1978; Tuokko, 1984).

Resultd de gran interés conocer, si la presencia de los falsos positivos estaba relacionada con la
infeccion de estas personas con otros virus tales como, el de la rubeola, VEB, CMV y VHS, ya que
en diferentes estudios se plantea la existencia de una respuesta de anticuerpos de tipo IgM
inespecifica, cuando se producen infecciones con agentes no relacionados con el virus del
sarampion (Ratnam y cols, 2000; Navoltropo y cols, 2006).

Estos resultados se muestran en la Tabla 3, donde se observa que el primero de los tres pares
estudiados, estuvo infectado con el VEB, ya que fue positivo a EA y presenté aumento de cuatro
veces del titulo de anticuerpos del segundo suero con respecto al primero a VCA. En los pares
segundo y tercero, no se encontrd positividad a ninguno de los virus estudiados anteriormente,
considerandose, que la presencia de los anticuerpos IgM pudo estar relacionada con el FR o con

otros virus no estudiados.

Tabla 3: Deteccion de anticuerpos IgG a los virus de la rubeola, EBV, CMV y VHS en los 3 pares

de sueros positivos al virus del sarampion por ELISA/IgM.

Pares de
Suero Rubeola EA VCA CMV VHS
1 -10/10 Pos 20/80 80/80 80/80
2 10/10 Neg 80/ 80 320/ 320 80/ 80
3 10/10 Neg 80/ 80 80/ 80 80/ 80

Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia PRS / IPK

Ratnam y colaboradores en 2000, estudiaron 20 muestras de suero las cuales presentaron respuesta
de anticuerpos de tipo IgM a sarampion o rubeola y a otros virus a la vez, tales como el VHS, CMV

y VEB, siendo mayor el nimero de casos IgM positivos a este ultimo. Este autor planted, que estos
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microorganismos son moduladores no especificos de la respuesta inmune, causando incremento o
depresion en la formacion de anticuerpos para antigenos no relacionados.

Otra de las causas de respuesta inespecifica de anticuerpos de tipo IgM, es el proceso de
reactivacion de virus heterdlogos, la estimulacion selectiva de células B de memoria por antigenos
relacionados o la estimulacion policlonal de células B durante la infeccion viral ( Bellini y Helfand,
2003; Griffin B y cols, 2010; Rowe y Zuo, 2010).

Se plantea, que el ELISA / IgM indirecto puede ser indicativo de positividad en el sarampion
agudo, sobre todo en aquellos lugares donde existe una prevalencia alta y durante brotes, sin
embargo, la caida del valor predictivo positivo de los estuches empleados en el diagnostico, trajo
como resultado el aumento del niimero de falsos positivos en aquellos paises donde existe una
cobertura de vacunacion elevada y esta controlada la enfermedad. En estos casos, para lograr un
diagnostico adecuado, es imprescindible hacer uso de la definicion de caso, asi como implementar
la toma de la segunda muestra de suero en la fase convaleciente, con el fin de realizar técnicas
confirmatorias tales como la IH, el ELISA para deteccion de anticuerpos de tipo IgG o de la avidez

de la IgG (PAHO, 2005; Navoltropo y cols, 2006; Vicari y cols, 2006).
1V.3. Vigilancia de laboratorio a los virus del sarampion, la rubeola y la parotiditis. Cuba 1988/2007.
1V.3.1.Vigilancia de laboratorio al sarampion. Cuba 1988/2007.

Desde el afio 1988 al 2007, fueron estudiadas 15 199 muestras de suero (pareados y monosueros)
pertenecientes a pacientes con un diagndstico de sarampion o rubeola, para ello se emplearon las
técnicas IH, SUMA y el ELISA para la deteccion de anticuerpos de tipo IgM a estas dos
enfermedades. Se confirmaron 73 muestras positivas al virus del sarampion para un 0,45%.

Como se puede observar en la Figura 7, el porciento de muestras positivas fue disminuyendo en los
diferentes afios de estudio desde un 16% en 1988 a 0,3% en 1993, afio en que el laboratorio

confirmd los dos tltimos casos de esta enfermedad en el pais (p<0,0001).
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Figura 7. Porcentaje de casos positivos a sarampion, confirmados por el laboratorio. Cuba 1988/2007.

El diagnostico serologico aplicado en la vigilancia, permitido monitorear la disminucion del niimero de
casos positivos al virus del sarampion en Cuba, después de implementada la vacunacion en la poblacion
infantil al cumplir un afio de edad, ya que se mantuvo una vigilancia estrecha y no se encontraron casos
positivos en un periodo mayor de 10 afios.

Se plantean varios factores que propiciaron la eliminacion del sarampion en Cuba, dentro de los que se
encuentra la estrategia de vacunacion realizada, el tamafio reducido del territorio, la organizacion del
sistema de atencion primaria y la implementacion del sistema de vigilancia epidemiologica y de
laboratorio, lo que facilitd la deteccion y el control oportuno de cualquier importacion de casos desde
zonas endémicas y una posible transmision viral en el pais (MINSAP?, 1999).

En la Tabla 4, se muestra la variacion de la positividad al virus del sarampion por grupo de edad de los
pacientes estudiados. El nimero mayor de casos positivos se encontrd en el grupo de 1 a 5 afios de edad
(43/73; 58,9%), fundamentalmente en los afos 90 (11/17; 64,7%), 91(15/22; 68,2%) y 92 (10/12;
83,3%). Los dos casos tltimos de la enfermedad reportados en el pais en el afio 1993, se encontraron en

el grupo anteriormente mencionado y en el de menos de un afio (p<0,0001).
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Tabla 4. Numero de casos de sarampion confirmados por el laboratorio, segiin grupo de edad.
Cuba 1988/2007.

Edad 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 0/7 Total (%)

<1 2 3 5 4 0 1 0 0 0 0 0 0 0 15(20,5)

1-5 3 3 11 15 10 1 0 0 0 0 0 0 0 43(58,9)
6-10 1 2 1 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 8(10,9)
11-15 1 3 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5(6,8)
16-19 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2(2,7)
20y+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 8 12 17 22 12 2 0 0 0 0 0 0 0 73
Fuente: Laboratorio de Referencia PRS /TPK p<0,0001

Desde el anio 1988 a 1993, se produjeron brotes de sarampion en los nifios en edad preescolar aunque la
cobertura vacunal que se alcanzo fue de un 95%. Se planted, que de 2 a 4 anos después de recibirse la
primera dosis de la vacuna triple viral, un niimero significativo de nifios tiene los niveles de anticuerpos
por debajo del nivel de proteccion y algunos permanecen desprotegidos, dando lugar a la aparicion de
casos de sarampion, recomendandose la realizacion de campanas de seguimiento cada 4 afios, entre uno
y cuatro afos de edad (Pebody y cols, 2002; De Quadros y cols, 2004).

En Cuba, en los afios 1994 y en el 2002, se realizaron campaiias de vacunacion contra el sarampion en
nifios hasta 4 afos y a los 9 afos respectivamente, que junto a la vacunacion rutinaria al afio de edad,
permiti6 que la inmunidad alcanzada en la poblacion infantil evitara la aparicion de nuevos casos
positivos en el pais (MINSAP?, 1999).

En el estudio realizado, se obtuvieron resultados similares a los alcanzados por Barhi y colaboradores en
Tunes, quienes reportaron que después de lograr una cobertura de vacunacion de un 90% en los primeros
anos posteriores a la introduccion de la vacuna, se produjeron brotes de sarampion en nifios menores de 4
anos, decidiendo aplicar una dosis de refuerzo a los que se encontraban entre 1 a 4 afios de edad, quedando
protegidos aquellos que presentaron un fallo vacunal primario o secundario, mientras que otros autores
consideraron que la segunda dosis debia aplicarse en las escuelas primarias, para de esta forma aumentar el
nivel de anticuerpos en los adolescentes y adultos jévenes ( Johnson y cols, 1995; Barhi y cols, 2003; Lee y
cols, 2005).
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1V.3.2. Vigilancia de laboratorio a la rubeola. Cuba 1988/2007.

Durante el periodo estudiado, se les realizd deteccion de anticuerpos al virus de la rubeola a 15 462
muestras de suero recibidas en el laboratorio con un diagnostico clinico de rubeola o sarampion, de las
cuales 424 (2,7%) resultaron confirmadas como positivas.

Los afios 1988 y 1989, fueron los que presentaron un porcentaje mayor de positividad con un 54% y
94% respectivamente. A partir de este momento, se produjo una disminucion en el niimero de positivos
hasta 1995, cuando se reportaron 3 (2,05%) casos. Desde 1996 a 2003, no se confirmaron muestras
mediante diagnostico de laboratorio, hasta que reaparecen nuevamente en 2004 con 19 (2,3%) casos de

rubeola (Tabla 5) (p <0,0001).

Tabla 5. Casos positivos al virus de la rubeola confirmados por el laboratorio. Cuba 1988-2007.

Afios Muestras Positivos Porciento
1988 302 163 54,0
1989 187 175 94.0
1990 630 25 4,0
1991 1215 25 2,05
1992 1007 4 0,39
1993 595 8 1,34
1994 324 4 1,23
1995 146 3 2,05
1996 132 0 0,0
1997 327 0 0,0
1998 701 0 0,0
1999 1122 0 0,0
2000 1814 0 0,0
2001 1087 0 0,0
2002 900 0 0,0
2003 1068 0 0,0
2004 822 17 2,3
2005 1275 0 0
2006 1138 0 0
2007 670 0 0
Total 15462 424 2,7
Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia PRS/IPK p<0,0001

Al igual que lo sucedido con el sarampidn, la estrategia de vacunacion aplicada en el pais contra la
rubeola, la introduccion de la vacunacion con la triple viral y el aumento de la cobertura de
vacunacion, permitieron el control de la infeccion con este virus y la desaparicion de los picos

epidémicos cada siete afios (MINSAP*, 1999).
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En Cuba en el ano 1989 y en el 2004, se produjeron brotes de rubeola en adultos jovenes,
supuestamente vacunados con una sola dosis hacia mas de 10 afios, lo cual se considerd ocasionado
por la pérdida en el nivel de los anticuerpos contra el virus. Se sefala, que el nivel de anticuerpos
séricos alcanzado después de la vacunacion permanece de por vida, sin embargo, aquellos inducidos por
una sola dosis estan presentes solamente un periodo de aproximadamente 20 afos, solo en aquellos
lugares donde se producen contactos frecuentes con el virus y la enfermedad contintia siendo endémica
o existe una circulacion silenciosa del agente infeccioso, el nivel de anticuerpos permanece elevado
(Davidkina y cols, 2000; Irons y cols, 2000; Prevots y cols, 2003; Quiroga y cols; 2003; Rota y Bellini,
2003; Venczel y cols, 2003).

En la Figura 8, se observa la distribucion de los casos positivos al virus de la rubeola confirmados
por el laboratorio en los diferentes grupos de edades estudiados, desde el afio 1988 hasta el 2004.
En 1988, se encontraron 42 casos positivos (163/26%) en los menores de un afio, seguidos por los
de 1 a5 afios con 36 (163/22%) y en los de 6 a 10 afios con 32(163/20%). En 1989 fue mayor en el
grupo de 16 a 19 afios (40/175; 23%) y mas de 20 afios (94/175; 54%).

En el periodo entre 1990 a 1995, los casos positivos disminuyeron en todos los grupos de edades,
confirmandose en este tltimo afo tres casos de la enfermedad, los cuales se encontraban entre 1y 5
afios. Posteriormente, después de un periodo de 8 afios sin reporte de casos de rubeola, se produjo
un brote en 2004, en una poblacion de adolescentes y adultos jovenes entre 16 y 19 afios (2/19;

10,5%) y 20 y mas afios de edad (17/19; 73,6%).
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Figura 8: Distribucion por edad de los casos positivos de rubeola confirmados por el laboratorio.

Cuba 1988/2004.
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En los primeros afios que siguieron a la vacunacion, a pesar de que disminuy6 el numero de casos
positivos al virus de la rubeola en el pais, ain se produjeron brotes de esta enfermedad, sobre todo
en nifios menores de 10 afos, observandose posteriormente un desplazamiento en la edad de
aparicion hacia los adultos jovenes. Diferentes autores plantearon que la causa de este
desplazamiento, es la disminucion en los niveles de anticuerpos después de varios anos de aplicada
la vacuna triple viral (Barhi y cols, 2003; Lanzieri y cols, 2003; Sanz y de Ory, 2006).

Davidkina y colaboradores en 2000, confirmaron este planteamiento al realizar un estudio donde
determinaron el nivel de anticuerpos al virus en adolescentes que arribaron a la edad de 15 afos y que
fueron vacunados cuando tenian entre 15 y 18 meses, observando una disminucion considerable en el
nivel de los mismos, lo que los exponia a la infeccion al ponerse en contacto nuevamente con el virus,
recomendando la aplicacion de una dosis de refuerzo a la edad de 12 afios o incorporar al programa
de inmunizaciones su reactivacion en los primeros afios de edad escolar.

Se observd una pérdida de la inmunidad en los nifios que respondian correctamente a la primera
dosis de la vacuna y que una segunda dosis corregia los fallos que se producian después de aplicada
la primera, por lo que algunos paises, dentro de ellos Suecia y Finlandia, decidieron realizar una
estrategia de dos dosis de vacunacion contra la rubeola y a partir de este momento, dejaron de

reportar casos de esta enfermedad y de SRC (Peltola y cols, 1994; Kaneko y cols, 2006).
1V.3.3. Vigilancia de laboratorio a la parotiditis. Cuba 1988/2007.

Desde 1988 hasta 2007, se estudiaron en el laboratorio por la técnica IH 18 382 muestras de sueros
pareados de pacientes con un diagnostico de infeccion con el virus de la parotiditis, siendo
confirmadas 1 566 para un 8,5% de positividad.

En la Figura 9, se muestran los casos positivos diagnosticados por el laboratorio desde 1997 al
2007. Como se puede observar en estos 10 afios, el nimero de casos confirmados pasé de un 1,7%
en 1997 aun 23 % en el 2007, encontrandose un 12,3%, 22,5% y 23% de positividad entre los afios
2005, 2006 y 2007 respectivamente, siendo la diferencia estadisticamente significativa (p < 0,0001).
Solo en el afio 2001 no se encontraron casos positivos, aunque se recibieron en la vigilancia

muestras de suero de personas con el diagnostico de parotiditis.
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Figura 9. Porcentaje de casos positivos al virus de la parotiditis, confirmados por el laboratorio

(1997/2007).

Desde la introduccion de la vacunacion contra la parotiditis, la incidencia de esta enfermedad
disminuy6 grandemente, pero al parecer no se detuvo la circulacion del agente, dando lugar al
mantenimiento de casos positivos diagnosticados por el laboratorio a través de los afios. También la
no sospecha de la enfermedad por parte del personal médico, condujo a subvalorar la incidencia real
de la misma (De la Loma y cols, 2003).

La OMS reportd, que mas de 121 paises introdujeron en sus programas de inmunizacion la
vacunacion contra este virus, disminuyendo la circulacion del mismo, mientras que en aquellos
lugares donde no se aplicaba la vacuna, se seguian produciendo brotes que afectaban
fundamentalmente a los nifios entre 5 y 9 afios de edad (OMS*, 2008).

Al analizar los resultados obtenidos desde 1997 a 2007 en los diferentes grupos de edades
estudiados ( Figura 10), se puede observar que, desde 1997 a 2003, los casos positivos se
encontraban en las edades entre 1 a 5 y de 6 a 10 afios y a partir de 2004 se produjo un
desplazamiento por encima de los 11 afios, encontrandose en estos 10 afios el mayor niimero de casos
positivos entre los grupos de 11 a 15 (465/1 378; 33,7%), de 16 a 19 (420/1 378; 30,4%) y en 20 y mas afos
(270/1 378;19,5%).
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Figura 10. Casos positivos confirmados por el laboratorio al virus de la parotiditis, en los diferentes

grupos de edades. 1997/2007.

Se considera que la circulacion silente y la transmision no reconocida del virus, contribuyeron a las
dificultades en la identificacion y contencion de los casos en los nifios en edad pre escolar y escolar
y en adolescentes y adultos jovenes, lo que cobro particular importancia a partir del afio 2005. Se
debe tener en cuenta que, cuando ocurre un brote en una poblacion con alta cobertura de
vacunacion, existe una proporcion de casos asintomatico mayor de un 30%, las manifestaciones
clinicas de la enfermedad tienden a ser atipicas y generalmente las pruebas de laboratorio resultan
negativas (Barskey y cols, 2009).

Diferentes autores plantearon varios factores que también influyeron en el mantenimiento de la
infeccion por el virus de la parotiditis en la poblacion, dentro de ellos la circulacion simultinea de
diferentes genotipos, ya que se considera, que los anticuerpos neutralizantes desarrollados frente a
los incluidos en las cepas vacunales, no protegen necesariamente contra uno distinto (De la Loma y
cols, 2003; Muhlemann, 2004; De Ory y cols, 2007).

Una situacion similar a la encontrada en Cuba, fue reportada en Estados Unidos, Espafia, Austria y
otros paises, en los cuales la vacunacion sistematica consiguié disminuir marcadamente la
incidencia de la parotiditis en todas las edades, sin embargo, hubo una alta probabilidad de

reinfecciones a pesar de las altas coberturas, ya que la inmunidad inducida por la vacuna es baja
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debido a la poca efectividad de la cepa empleada en la misma (Schmid y cols, 2008; Barskey y cols,
2009; Castilla® y cols, 2009).

También se planted como otro factor importante, la pérdida de la inmunidad debido al tiempo transcurrido
desde la aplicacion de la vacuna contra la parotiditis en estos individuos, por lo que diferentes paises
decidieron vacunar nuevamente con la triple viral entre los 9 y 14 afios de edad, sin embargo, se

observaron brotes atin después de aplicada la misma (Kaaijk y cols, 2008).

IV4. Estudio de seroprevalencia de anticuerpos a los virus del sarampion, rubeola y

parotiditis en una poblacion cubana entre 7 meses a 23 afios de edad. Cuba 1999.

Para determinar la prevalencia de los anticuerpos a PRS, se estudiaron a través de la técnica IH 1 593
muestras de suero pertenecientes a individuos entre 7 meses y 23 afios, los cuales tenian anticuerpos
contra sarampion en un 86,8% (1 382/1 593), un 64,7% a rubeola (1 031/1 593) y un 86% (1 370/1
593) a parotiditis (Tabla 6).

Tabla 6. Prevalencia de anticuerpos a los virus del sarampion, la rubeola y la parotiditis en las

muestras estudiadas. Cuba 1999.

Virus Muestras Positivas Porcentaje Intervalo deconfianza
(1C 95%)
Sarampidn 1593 1382 86,8 85-88,3
Rubeola 1593 1031 64,7 62,367
Parotiditis 1593 1370 86,0 842876

Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia PRS / IPK

La prevalencia de anticuerpos encontrada contra estos virus no fue alta, lo que pudo ser ocasionada
por varios factores, dentro de ellos la pérdida de la inmunidad con el paso del tiempo. Kremer y
colaboradores en el 2006, después de estudiar 224 niios entre 6 a 8 afios, a los cuales se les aplico
una sola dosis de la vacuna triple viral, encontraron que el nivel de anticuerpos al virus de la rubeola
se reducia anualmente en un 2,9% y en un 1,6% en el caso del sarampiodn y la parotiditis.

Diferentes autores consideran, que la disminucion de los anticuerpos después de varios afios de
aplicada la vacuna, no implica pérdida en la inmunidad, debido a la presencia de factores celulares
y humorales relacionados con la proteccion dada por la vacunacion, los cuales al parecer

intervinieron en poblaciones donde no se detectaron anticuerpos y que no enfermaron al ponerse en
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contacto con el virus. Dentro de estos factores estan la ADCC ( Actividad Citotdxica Celular

Dependiente de Anticuerpos, siglas del inglés, Antibody Dependent Cell Cytotoxicity) , asi como los

linfocitos T citotdxicos, que evitan que estas personas enfermen nuevamente o en el caso de que se produzca
la infeccion, la misma curse de forma leve o asintomatico (Forthal y cols, 1994; Colomar y cols, 2003).
También la técnica seleccionada para realizar el estudio seroldgico, pudo mostrar una positividad
inferior a la que realmente presentaba la poblacion cubana en ese momento, sin embargo, en
trabajos realizados por Mendelson y colaboradores en 1996 y Cox y colaboradores en 1998, donde
emplearon la [H para determinar la presencia de anticuerpos en personas antes y después de ser
vacunadas con la triple viral, expresaron que la misma se usa ampliamente para realizar este tipo de
estudios y que tiene una buena correlacion con el ELISA 'y la técnica de neutralizacion, reflejando el
nivel real de anticuerpos de la poblacion.

Una seroprevalencia al virus del sarampion similar a la encontrada en el estudio, fue reportada por
Wong — Chew y colaboradores en México, quienes detectaron un 85% de anticuerpos, después de
mantener la vacunacion contra este virus por tres décadas (Wong — Chew y cols, 2003).

En Israel en el afio 2006, se encontrd un 66,7% de positividad al virus de la rubeola, después de
aplicar una sola dosis de la vacuna al afio de edad, aumentando por encima de un 80% después de la
reactivacion (Cohen y cols, 2006).

Pebody y colaboradores en 2002, hallaron una disminucion significativa de los anticuerpos a
sarampion y parotiditis cuatro anos después de aplicarse una sola dosis de la vacuna, no asi en el
caso de la rubeola, planteando que esta baja proporcion pudo deberse a factores tales como la edad
de vacunacion, fallos vacunales dados por pérdida de la potencia de la vacuna o a factores
individuales.

La Tabla 7 muestra el nivel de anticuerpos alcanzado contra el virus del sarampion segin grupo de
edad, en las muestras estudiadas. A partir del afio de edad, la prevalencia fue mayor del 80%,
encontrandose el porcentaje mas elevado en los nifios de 2 a 5 afios (91,5%), el cual resultd
significativamente superior al resto de los grupos, para después disminuir en las edades de 6 a 10 afios, 11-

15y 1623 afios (p <0, 0001).
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Tabla 7. Prevalencia de anticuerpos al virus del sarampion segun grupo de edad estudiado. Cuba 1999.

Intervalo de confianza

Grupos de edades Muestras Positivas Porcentaje

(IC 95%)

1 afio 122/158 7,2% 70-83
1 afio 209/250 83,6% 78,4 87,7
2 - 5afios 464/507 91,5% 88,7- 93,6
6 - 10 afios 133/153 87,0% 80,6 -91,4
11 - 15 afios 195/223 87,4% 82,4-912
16 - 23 afios 259/302 86,0% 81,3-89,2

Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia PRS / IPK p<0,0001

Al realizar el estudio en estos grupos de edades en el caso del virus de la rubeola, (Tabla 8), se
observo que la prevalencia de anticuerpos fue también menor en los menores de 1 afio (34,2%) que
en el resto de los grupos, para aumentar hasta un 72% en los de 1 y en un 71% en los de 2 a 5 afios,
disminuyendo en los de 6 a 10 hasta un 50,3%, aumentando nuevamente a un 63,2% y un 73% en

losde 11 a 15y 16 a 23 afios respectivamente. La diferencia fue significativa (p < 0,0001).

Tabla 8. Prevalencia de anticuerpos al virus de la rubeola por grupo de edad. Cuba 1999

Grupos de edades Muestras Positivas Porciento Intervalo de confianza
(IC 95%)
1 afio 54/158 34,2 27,2-41.8
1 afio 180/250 72,0 66,1- 77,2
2 - 5afios 360/507 71,0 66,9 - 74,7
6 - 10 afios 77/153 50,3 42,4-58,1
11 - 15 afios 141/223 63,2 56,7 — 69,2
16 - 23 afios 219/302 73,0 67,2-772
Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia PRS / IPK p<0,0001

El porcentaje de anticuerpos a los virus del sarampion y la rubeola encontrados, fue mas bajo en los
menores de un afio que en el resto de los grupos estudiados, ya que s6lo contaban con los obtenidos
a través de la placenta, mientras que, entre 1 y 5 afios de edad, se produjo un incremento debido a

que la vacuna normalmente se aplica en el transcurso del segundo afio de vida ( entre los 12 a 18
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meses) y los anticuerpos alcanzan su nivel mas alto en los primeros 5 afios (Paunio y cols, 2000; Lee y
cols, 2001).

También se observo una disminucion en la prevalencia de anticuerpos a la rubeola entre los 6 y 10
anos, lo que pudo ser causado por la caida de los mismos aiios después de aplicada la vacuna, sobre
todo, en aquellos lugares donde se emplea una sola dosis de la misma (Chiu y cols, 1997).

En el caso particular de la rubeola, se observo un aumento en la seropositividad (73%) en el grupo
de 16 a 23 aios, se planted que por la edad, estas personas debieron formar parte de la tercera
estrategia de vacunacion realizada en Cuba entre los afios 1986 y 1987, la cual estuvo encaminada a
la eliminacion a corto plazo de la rubeola como enfermedad y el SRC, siendo vacunada con la triple
viral toda la poblacion desde 1 a 14 afios, independientemente de estar inmunizados o padecer la
infeccion natural con anterioridad (MINSAP €, 1999).

Resultados similares a los encontrados en el estudio, fueron reportados por Gilbert y colaboradores en
Australia, donde después de aplicar una dosis de vacuna, encontraron una positividad al virus del
sarampion de un 70% en los de un afio y entre un 80 y 89% en los que se encontraban entre 2 y 18 afios,
mientras que en el caso de la rubeola, se produjo un aumento de un 90% en los de 2 a 5 afios,
disminuyendo en los de 6 a 11 hasta un 79%, para después aumentar a un 85% en los de 11 a 18 afios,
planteando que este aumento a partir de los 11 afios se debio a la estrategia con dos dosis llevada a cabo en
su pais entre los afios 1971 a 1993 en las mujeres en edad fértil con el objetivo de prevenir el SRC ( Gilbert
y cols, 2001).

En el estudio realizado por Sultana y colaboradores en Bangladesh, encontraron una disminucion significativa
en el porcentaje de anticuerpos a rubeola en nifios entre 5 meses y 9 afios de edad, siendo la seroprevalencia de
un 71% en las edades entre los 10y 15 afios. Este autor considerd que después de la aplicacion de una sola dosis
de la vacuna, quedaban nifios menores de 10 afios susceptibles de padecer la infeccion, recomendando la
implementacion de una segunda dosis a la edad de seis afios ( Sultana y cols, 2006).

Rodriguez y colaboradores en Medellin, Colombia, realizaron un estudio en nifios entre 1 y 14
afios, encontraron que la prevalencia de anticuerpos a sarampion tendia a subir en el segundo ailo de
vida para después disminuir hacia los siete afios, donde uno de cada tres niflos tenia anticuerpos,
debido a que recibieron una sola dosis de la vacuna, al porcentaje de cobertura vacunal alcanzado y
a la edad en que se aplicé la misma (Rodriguez y cols, 1999).

Contrariamente a lo observado con el sarampion y la rubeola, la prevalencia de anticuerpos al virus

de la parotiditis alcanz6 su valor mas alto en el grupo de 6 a 10 afios con un 91,5% (140/153),
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seguidos por los nifios de un aio con un 88,8% (222/250) y los de 16 a 23 (262/302; 86,7%). Los
porcentajes menores se hallaron en los nifios menores de 1 afo, de 2 a 5 y de 11 a 15 afios con un

84,1%, 83,6% y 84,7% respectivamente (p < 0,0001) (Tabla 9).

Tabla 9. Prevalencia de anticuerpos al virus de la parotiditis en los diferentes grupos de edades.

Cuba 1999.

Edad Muestras positivas Porcentaje Intervalo de Confianza

(IC 95%)

<1 afio 133/158 84,1 77,6 — 89,1

1 afio 222/250 88,8 84,2 -92,1

2 - 5afios 424/507 83,6 80,1 — 86,6

6 - 10 afios 140/153 91,5 85,9-95

11 - 15 afios 189/223 84,7 79,4 — 88,9

F uente: Laboratorio Nacional de Referencia PRS / IPK p <0,0001

En los nifios de 6 a 10 afios, se encontrd el mayor porcentaje de positividad a parotiditis, lo que
pudo deberse al mantenimiento de la circulacion del virus, dando lugar a infecciones leves o
asintomaticas en la poblacion.

Resultados similares se obtuvieron en Bangladesh en 2006, donde encontraron que los anticuerpos
al virus de la parotiditis comenzaron a elevarse a partir de los 2 afios de edad, alcanzando cifras de
hasta un 90% en los adolescentes entre 14 y 15 aflos, se planted como causa, a la exposicion
mantenida al virus salvaje ( Sultana y cols, 2006).

En la Figura 11, se muestran los antecedentes de vacunacion con la triple viral recogidos en las
encuestas y la positividad a cada uno de los virus en los individuos estudiados. Del total de personas
encuestadas, el 72% (1 152/1 593) expresaron estar vacunados, el 21% (332/1 593) reportaron que no lo
fueron y el 7% (109/1 593) lo desconocian.

En aquellos que informaron estar vacunados, se encontraron anticuerpos contra el sarampion en un
87,2% y a rubeola en un 67,3%, en los no vacunados en un 84% y un 554% 1y en los que lo
desconocian en un 91,7% y un 66%, la diferencia no fue estadisticamente significativa (p >0,05). En el
caso de la parotiditis, en los encuestados que fueron vacunados, los no vacunados y los que lo

desconocian, la positividad fue de un 86%, 84% y 91,7% respectivamente (p >0,005).
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Sarampidn: 87.2%
Rubeola: 67,3% ¢umm
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Figura 11. Antecedentes de vacunacion con la triple viral recogidos en las encuestas y la positividad

a cada virus en los individuos estudiados. Cuba 1999.

Los individuos que refirieron no estar vacunados, asi como los que lo desconocian, presentaron
anticuerpos a estas tres entidades, infiriéndose que fueron inmunizados previamente en las
diferentes campaiias realizadas en el pais o padecieron la infeccion natural (MINSAP®, 1999).

En el estudio realizado en México por Sepulveda y colaboradores en 1992, encontraron un 62,4%
de positivos a sarampion en individuos que refirieron no estar vacunados contra este virus,
planteando que esto podia deberse al sesgo de memoria de los informantes, que pudieron considerar
auna persona no vacunada cuando realmente lo estaba.

Al realizar la determinacion de los TPG (Tabla 10), los menores correspondieron a los nifios por debajo
de 1 afio de edad, siendo de 3,27 a sarampion, 9,46 a rubeola y 6,35 a parotiditis y los mayores a los que
tenian un afio (4,28 sarampion y 17,46 rubeola). En el caso de la parotiditis los titulos mas altos de

anticuerpos se hallaron en los grupos de 11 a 15 (7,68) y de 16 a 23 afios (7,23) (p>0,001).
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Tabla 10. Titulos Promedios Geométricos encontrados en los diferentes grupos de edades

estudiados. Cuba 1999.

Edades Sarampidn Rubeola Parotiditis
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
<1afio 3,27 (2,86;3,73) 9,46 (8,01;1,17) 6,35 (/5,65;7,13)
1 afio 4,28 (3,83;4,8) 17,46 (15,4;19,8) 7,06 (6,46; 7,72)
2 - 5afos 3,64 (3,39;4,8) 15,9 (14,77;17,31) 6,85 (6,41;7,31)
6 - 10 afios 3,68 (3,25;4,17) 10,9 (9,43;12,00) 6,68 (6,06; 7,37)
11 - 15 afios 3,44 (3,18;3,85) 12,77 (11,33;14,39) 7,68 (6,9; 8,56)
16 - 23 afios 3,7 (3,36;4,07) 14,73 (11,62;14,02) 7,23 (6,65;7,86)
Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia PRS / IPK p<0,001

La causa de los TPG bajos encontrados en los nifios antes del primer afio, pudo deberse a la
presencia los anticuerpos adquiridos pasivamente a través de la placenta. Se plantea que el
predominio en las madres de los anticuerpos adquiridos por la vacunacion, da lugar a los titulos
bajos en los hijos recién nacidos, a diferencia del hallado si las mismas padecieran la infeccion
natural con el virus (Mossong y cols, 2004; Sultana y cols, 2006).

Hacia el primer afio de vida, los titulos de anticuerpos de las tres entidades comenzaron a aumentar,
debido a la reciente administracion de la vacuna, mientras que en adolescentes y adultos jovenes,
los valores de los TPG a parotiditis llegaron a ser mas altos, asociados posiblemente al
mantenimiento en la circulacion del virus. Se plantea que cuando existen transmisiones subclinicas
de la enfermedad, los titulos de los anticuerpos se incrementan en adolescentes y adultos jovenes
(Tto y cols, 2002).

La seroprevalencia encontrada en las tres entidades estudiadas, sobre todo en el grupo de 6 a 10
afios, permitio recomendar a las autoridades de salud, la inclusion en el PNI de la reactivacién con
la triple viral a los 6 afios de edad, ya que la eliminacion del sarampion, la rubeola y la parotiditis, es
posible con las vacunas existentes, pero una estrategia de vacunacion aplicando una sola dosis no

es suficiente para cumplir con este objetivo.
IVV.5. Diagnostico de un brote de rubeola. Cuba 2004.

La Tabla 11, muestra los resultados del estudio realizado a través de la técnica de ELISA/IgM al virus

de la rubeola, a 111 monosueros pertenecientes a estudiantes extranjeros procedentes de Venezuela y
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trabajadores cubanos sospechosos de estar infectados con este virus. El 57,6% (64/111) de las muestras
fueron positivas, correspondiendo el mayor niimero (15/20; 75%) a las personas que se encontraban en
las escuelas ubicadas en Ciudad de La Habana, seguido por las de Santiago de Cuba, donde la
positividad alcanz6 un 58,9% (43/73). En ambos planteles, los casos positivos fueron fundamentalmente
estudiantes extranjeros con un 77,7% (14/18) y 87,09% (27/31) respectivamente.
Tabla 11. Casos ELISA/IgM positivos al virus de la rubeola en estudiantes extranjeros y trabajadores
cubanos. Cuba 2004.

ETS ETS ETS Total
Grupos .
) C. Habana Stgo de Cuba Villa Clara
Estudiados
No. % No. % No. % No. %
Estudiantes
. 14/18 77,7 27/31 87,09 6/18 333 47/67 70,1
extranjeros
Trabajadores
1/2 50 16/42 30,09 NE 17/44 38,6
cubanos
Total 15/20 75 43/73 58,9 6/18 333 64/111 57,6
Fuente: LNR de PRS / IPK *NE No estudiados ETS. Escuela de Trabajadores Sociales

Al total de muestras de suero enviadas, también se les realizo deteccion de anticuerpos de tipo IgM al
virus del sarampion que resultaron negativas y se colectaron muestras de exudados nasofaringeos de 6
de los pacientes, para realizar aislamiento viral y TR-RCP, pero las mismas no fueron utiles debido a su
inadecuada conservacion y transportacion al laboratorio.

Se plantea que uno de los principales retos a los que se enfrentan los paises en vias de eliminacion de la rubeola,
es la importacion desde areas donde aun no se aplica la vacuna o la cobertura es baja (Tomer y cols. 2006).

En el estudio, el porcentaje mayor de muestras positivas encontrado correspondi6 a los estudiantes
venezolanos, pais donde se realizd una campaia de vacunacion con la triple viral entre 1 y 4 afios
en 1998, a partir de esta fecha se incluyd en el PNI y se comenzo a aplicar a los nifios al cumplir un
afio de edad, dando lugar a la reduccion de la enfermedad en un 60%, pero la circulacion del virus
continuo en casi todos los grupos de edades (Betancourt, 2000; Valero y Maldonado, 2005).

En el afio 2007, en Venezuela se realiz6 una nueva campaia de vacunacion dirigida a la poblacion

entre 18 y 39 afios de edad en ambos sexos, inmunizandose a mas de 6,8 millones de personas en 3
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semanas, pero la  cobertura vacunal llegp a ser de s6lo un @ 79%
(http://www.venezuelabolivariana.com/modules/news/article).

La Tabla 12 muestra el nimero de casos positivos en los diferentes grupos de edades estudiados. En
los estudiantes extranjeros la positividad fue mayor en los que tenian entre 30 y 39 afios (1/1;
100%), seguidos por los de 15 a 19 afios (16/19; 84,2%); mientras que en los trabajadores cubanos
el mayor porciento correspondi6 al grupo entre 15 y 19 (2/2; 100%) y en los que se encontraban

entre 30 a 39 fue de un 41,1% (7/17).

Tabla 12. Casos positivos al virus de la rubeola, en los diferentes grupos de edades estudiados. Cuba 2004.

Grupos de edades Estudigntes Trabajadores
extranjeros cubanos*

15 — 19 afios 16/19 (84,2%) 2 /2 (100%)

20 — 29 afios 19/29 (65,5 %) 4/14 (28,6%)
30 — 39 afios 1/1 (100 %) 7/17 (41,1 %)

40y mas 0/1 2/8 (22,2 %)

No Edad 11/17*(64,7%) 2/3(66,6%)*

Total 47/67 17/44
Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia PRS/IPK. *No se conoci6 laedad.

En la Tabla 13 se relaciona la positividad al virus de la rubeola y el sexo de las personas infectadas. Al
sexo femenino correspondi6 el 31,9% (15/47) de positividad en los estudiantes venezolanos y el 70,6%
(12/17) en los trabajadores cubanos. En cuanto al sexo masculino, el 68% (32/47) de los estudiantes y el
29.4% (5/17) de los trabajadores fueron positivos. La diferencia de positividad fue significativa (p<0,001).

Tabla 13. Positividad al virus de la rubeola segun el sexo. Cuba 2004.

Sexo Estudiantes extranjeros Trabajadores cubanos
Femenino 15/47 (31,9%) 12/17 (70,6%)
Masculino 32/47 (68%) 5/17 (29,4%)

Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia PRS / IPK.
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Al realizar el analisis de los resultados encontrados en las tablas anteriores, se considerd que la
causa del 100% de positividad entre los trabajadores entre 15 y 19 afios y los estudiantes entre 30 y
39 afios, fue el nimero pequefio de muestras analizadas.

El porcentaje de positivos en el grupo de 30 a 39 afios y en el sexo femenino encontrado en los
trabajadores cubanos, pudo estar relacionado al predominio de esta edad y sexo en las personas que
laboraban en la escuela, aunque no debe descartarse la posibilidad de la presencia de un fallo
vacunal primario o secundario, debido al tiempo transcurrido de la vacunacion inicial contra la
rubeola.

Se plantea que los brotes de rubeola en adultos, son de especial preocupacion sobre todo en la
mujer en edad reproductiva, considerandose que la estrategia de inmunizacion en los primeros afios
de vida no es suficiente para prevenir la enfermedad y se debe tener en consideracion la vacunacion
en el adulto sobre todo del sexo masculino, ya que en multiples ocasiones son los hombres los que
transmiten la infeccion a las mujeres (Poland y Jacobson, 1994).

Ejemplo de ello es el estudio realizado por Kaneko y colaboradores en Japon, donde estudiaron 12
embarazadas después de un brote de rubeola, encontrando que 3 de ellas se habian enfermado al ser
contagiadas por los esposos infectados con este virus (Kaneko y cols, 2006).

La OMS report6 que entre los afios 1998 a 2006, se produjo una disminucion del 98% de la rubeola en
los paises de América Latina debido a la vacunacion, pero hubo un aumento en el niimero de positivos
en 2007, debido a brotes ocurridos en varios paises tales como Argentina (96 casos), Brasil (8 683
casos) y Chile (4 235 casos), sobre todo en el sexo masculino, en aquellos lugares donde
inicialmente se vacun6 a la poblacion femenina solamente (Irons y cols, 2000; Lanzieri y cols,
2003; OMS ¢, 2008).

En Cuba se implementaron las medidas orientadas por la OMS para evitar la transmision de la
rubeola, entre las cuales se encuentra, la incorporacion en el programa de inmunizaciones la vacuna
contra este virus y la aplicacion de la misma a todos los nifios al afio de edad, el logro de coberturas
por encima del 95%, la realizacion de campaias de inmunizacion en adolescentes y adultos jovenes
del sexo femenino y el establecimiento de una vigilancia integrada tanto epidemioldgica como de
laboratorio al sarampion y la rubeola/SRC, no obstante, se produjo el brote del 2004, lo que mostrd
la existencia en el pais de una poblacion adulta joven, susceptible de padecer la infeccion, con el

peligro de reaparicion del SRC (MINSAP €, 1999).
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IV.6. Determinacion de la avidez de los anticuerpos de tipo IgG en el suero de trabajadores

cubanos involucrados en el brote de rubeola de 2004.

Debido a que 17 de los trabajadores cubanos de las ETS de Santiago de Cuba y Ciudad Habana,
presentaron anticuerpos de tipo IgM anti rubeola en sus sueros, segiin se determin6 con la técnica
ELISA, inicialmente se considerd que los mismos habian sufrido una reinfeccion con el virus, ya que
por la edad que presentaban, debieron ser inmunizados al afio de edad, participar en alguna de las
campafias de vacunacion contra la rubeola llevadas a cabo en el pais o padecer la infeccion natural,
decidiéndose realizar el estudio del IAR de la IgG en sus muestras de suero.

Se encontr6d que en 12 (70,6%) de los casos, no se pudo determinar el valor del IAR por ser la DO
inferior a 0,15, en 3 (17,6%) el IAR fue bajo y en 2 (11,7%) fue alto, plantedndose que 15 (88,2%) de
estos trabajadores presentaron una infeccion primaria y solo dos de ellos secundaria (casos 12 y 14)

(Tabla 14).

Tabla 14. Estudio del IAR en las primeras muestras de los casos infectados con el virus de la rubeola.

Casos ELISA/IgM IAR Clasificacion
1 Pos ND Primaria
2 Pos ND Primaria
3 Pos ND Primaria
4 Pos ND Primaria
5 Pos ND Primaria
6 Pos ND Primaria
7 Pos ND Primaria
8 Pos ND Primaria
9 Pos ND Primaria
10 Pos ND Primaria
11 Pos Baja Avidez Primaria
12 Pos Alta avidez Secundaria
13 Pos Baja Avidez Primaria
14 Pos Alta Avidez Secundaria
15 Pos ND Primaria
16 Pos ND Primaria
17 Pos ND Primaria
Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia PRS / IPK ND: No determinado (DO < 0,15)
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La infeccion primaria presente en las personas estudiadas, nos indica que las mismas o no suftrieron
la infeccion natural, no fueron vacunadas o tuvieron un fallo vacunal primario, por lo que los
valores del IAR no pudieron ser determinados o fueron bajos.

Se plantea que una vez que los anticuerpos son producidos, las células B permanecen circulando
siendo responsables de la respuesta de memoria ante una nueva exposicion a ese mismo antigeno y
esta respuesta estd dada por un incremento en el IAR de la IgG, siendo esta prueba muy util para
diferenciar la infeccion primaria, de la presencia de una infeccion secundaria (Fox y cols, 2006).

En los casos 12 y 14 (Tabla 14), que presentaron una infeccion secundaria, se plantea que ya existia
una exposicion previa al virus, presentando una respuesta elevada de anticuerpos al ser analizado el
IAR. Diferentes autores expresan que la evidencia de este tipo de infeccion es aceptada en aquellas
personas que tienen anticuerpos de memoria, los cuales aumentan significativamente ante una
nueva exposicion, lo que puede ir acompafiado o no de una respuesta positiva de la IgM, la cual por
lo general es débil, produciéndose picos muy reducidos de la misma, no captaandose por los
sistemas serologicos habitualmente empleados (Bellini y Helfand, 2003; Mubareka y cols, 2007,
Vauloup-Fellous y Grangeot-Keros, 2007).

Transcurridos varios dias del estudio de los 17 primeros sueros de los casos infectados con el virus de la
rubeola, se colectaron las segundas muestras de 15 de estos individuos, con el objetivo de conocer si se
mantenia la presencia de los anticuerpos de tipo IgM vy las variaciones producidas en el IAR. A los
sueros pareados, se les realizaron las técnicas de IH y el ELISA/IgG para la determinacion del valor del
IAR, obteniéndose los resultados que se observan en la Tabla 15.

Todas las segundas muestras resultaron positivas con el ELISA/IgM y con la técnica de IH, el 73,3%
(11/15) present6 serconversion o aumento del titulo cuatro veces o mas del segundo suero con respecto
al primero. Los valores del IAR en las segundas muestras pasaron a ser altos, moderados y de baja

avidez.
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Tabla 15. Dias transcurridos en la toma de las 15 segundas muestras y resultados del ELISA/IgM, IH e IAR.

Casos Dias IgM IH I1AR
1 24 pos <10/80 alta avidez
2 40 pos 10/40 alta avidez
3 28 pos 10/80 moderado
4 13 pos 20/40 baja avidez
5 14 pos 40/40 baja avidez
6 23 pos 10/40 moderado
7 14 pos <10/20 baja avidez
8 21 pos 10/40 alta avidez
9 17 pos 20/80 moderado
10 11 pos 40/80 moderado
11 12 pos 20/40 baja avidez
12 12 pos 10/40 alta avidez
13 39 pos 10/40 alta avidez
14 27 pos 20/320 alta avidez
15 22 pos 10/40 moderado

Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia PRS / IPK

Se plantea, que los anticuerpos de tipo IgM pueden permanecer durante las 6 primeras semanas de
la infeccion, incluso hasta 3 6 12 meses después de comenzados los sintomas, observandose un
aumento en el rango de deteccion en la fase convaleciente, por lo que el célculo de la avidez de la
IgG es muy importante para distinguir si se trata de una infeccion primaria o una reinfeccion,
especialmente en las mujeres embarazadas (De Quadros y cols, 1996; Helfand y cols; 1997; Bellini
y Helfand, 2003; Hamkar y cols, 2005; Vicari y cols, 2006).

Al realizar el andlisis de las primeras y segundas muestras de suero con la técnica IH, se encontrd
seroconversion o aumento de titulo cuatro veces o mas del segundo suero con respecto al primero,
relacionandose este resultado, con la clasificacion de infeccion primaria que se obtuvo a través de
la deteccion del IAR.

También en los casos clasificados como infeccion secundaria (casos 12 y 14), hubo un aumento del
titulo del segundo suero con respecto al primero en 4 diluciones o mas con la técnica [H.

Se plantea, que una vez que se obtiene un porcentaje de avidez alto, el mismo no se modifica a lo largo
de la vida del sujeto, independientemente de las oscilaciones que se produzcan en el nivel de los

anticuerpos como consecuencia de reinfecciones o reactivaciones (Binley y cols, 1997; Paunio y cols, 2000).
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En 4 casos (Tabla 15), no hubo un cambio significativo en el titulo de los anticuerpos entre el primer
y segundo sueros (casos 4, 5, 10,11) al realizarse la IH, lo que pudo deberse a que la segunda
muestra fue colectada a menos de 15 dias de la primera.

La maduracion de los anticuerpos de tipo IgG alcanzd un valor alto cuando el intervalo entre la
coleccion de la primera y segunda muestra fue mayor de 20 dias. Algunos autores expresan, que el
cambio del porcentaje de avidez de bajo a alto ocurre entre 100 a 150 dias después de iniciada la
infeccion, sin embargo otros afirman que encontraron indices altos en muestras tomadas entre el
tercer y el dia 26 de la FIS (Akingbade y cols, 2003; Vauloup-Fellous y Grangeot-Keros, 2007).

En la Figura 12 se muestra la distribucion de los valores de los IAR de los primeros y segundos
sueros de los pares estudiados. En la misma, podemos apreciar que la mayoria de las segundas
muestras se distribuyeron por encima del 40 % del IAR, incluso sobrepasaban el 60%.

La media (y) de los primeros sueros fue de un 19,6% y en de los segundos sueros de un 51,21%

(p<0,0001) (t test).
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Figura 12. Distribucion de los pares de suero de acuerdo al valor del IAR.

Se considera que la avidez de la IgG para neutralizar al antigeno viral, se incrementa rapidamente
después de la infeccion primaria y lentamente después de la vacunacion, manteniendo un valor
moderado durante un periodo prolongado y que las variaciones en el rango de baja a alta avidez esta

relacionado con diferentes factores tales como el sistema inmune del paciente, la fecha de toma de
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la muestra y de inicio de los sintomas, la técnica empleada, la preparacion del antigeno para el
estudio, la concentracion del reactivo que actiia como disociante e incluso el método para realizar el
célculo de los resultado (Narita y cols, 1998; Sirvent y cols, 2000; Gutiérrez y Maroto, 2004).

La deteccion de la avidez de la IgG mostrd ser una técnica 1til, no solo en el diagndstico de diferentes
enfermedades donde se desea conocer si se produjo una infeccion primaria o secundaria, sino también,
en aquellas donde las manifestaciones clinicas son poco especificas, no hay respuesta aparente de la [gM
y se produce una aparicion precoz de la IgG sin seroconversion demostrable o cuando la IgM es
positiva a uno o varios virus, por lo que se recomienda su inclusion en el laboratorio como complemento
de la deteccion de la IgM, ante la posibilidad de que la positividad de este anticuerpo no se deba
precisamente a una infeccion primaria, sino a una recurrencia clinica o a un estimulo policlonal

inespecifico (Ratnam y cols, 2000; Bellini y Helfand, 2003; Gutiérrez y Maroto, 2004).
IV. 7. Diagndstico de brotes de parotiditis. Cuba 2004/2007.

En los tltimos afios, en diferentes paises del mundo que mantuvieron altos porcentajes de cobertura
vacunal con la triple viral, se reportaron brotes de parotiditis en adolescentes y adultos jovenes,
muchos de los cuales eran estudiantes (Bloom y Wharton, 2005).

En Cuba se comenzo a observar a partir del afio 2004, un incremento en el numero de personas con
esta enfermedad, recibiéndose en el laboratorio desde este afio al 2007 un total de 6 937 muestras de
sueros pareados con el diagnostico clinico de parotiditis, las cuales fueron estudiadas con la técnica
de IH, encontrandose que 1 284 (18,5%) eran positivas, pasando la positividad de un 2,5% en el

2004 aun 23% en el 2007(Tabla 16) (p<0.05).

Tabla 16. Casos positivos de parotiditis confirmados seroldgicamente por el laboratorio en el

periodo 2004-2007.

ARos No. de casos Positivos (%)

2004 589 15 (2,5)

2005 1654 203(12,3)

2006 1922 428(22,2)

2007 2772 638(23)

Total 6937 1284 (18,5)
Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia PRS / IPK p<0,05

83



Resultados Y Discusion

Cuba experiment6 en este periodo el niimero mayor de casos de parotiditis desde la introduccion de la
vacuna triple viral en 1986, similar a lo reportado en diferentes paises como Inglaterra donde se
produjeron méas de 50 000 infectados con este virus entre 2004 y 2005, Estados Unidos con mas de 25
000 en 2006 y Espaia con mas de 1 300 entre 2006 y 2007 entre otros, en muchos de los cuales las
personas recibieron una sola dosis de la triple viral al afio de edad y hasta dos dosis de esta vacuna
(Savage y cols, 2005; Mac Donald y Flegel, 2007 ).

Se plante6 que el aumento de la incidencia de la parotiditis a nivel mundial, estaba relacionado con
la cepa empleada en la vacuna, la cual presenta un 80% de efectividad, quedando después de
aplicada una sola dosis, un 20% de individuos vulnerables de padecer la enfermedad y un 5%
después de recibir dos dosis (De la Loma y cols, 2003; Savage y cols, 2005; Gemmil, 2006; Mac
Donald y Flegel 2007).

En un estudio realizado en Espafia en 2007, se observd que después de implementada la
vacunacion, se produjo un significativo descenso en la incidencia de la parotiditis, no obstante se
siguieron produciendo casos, asociandose el empleo de la cepa Rubini en la vacuna como causa de
la baja seroprevalencia y por lo tanto de la reaparicion de la enfermedad. Esta cepa fue sustituida
por la Jeryl Lynn, la cual a pesar de su mayor inmunogenicidad, tampoco garantizé una proteccion
total (De Ory y cols, 2007, Castilla” y cols, 2009).

En Cuba se emplearon diferentes vacunas con distintas cepas del virus de la parotiditis, dentro de
ellas la Leningrad- Zagreb y la Urabe AMY, siendo esta Ultima la que se utiliza actualmente. Se
reportd que esta cepa, a pesar de su eficacia e inmunogenicidad, es capaz de causar meningitis
aséptica en algunas personas vacunadas, pero se plantea, que la vacunacion produce una
disminucion considerable de esta complicacion y si llega a producirse, la recuperacion no deja
secuelas, mientras tanto, después de la infeccion natural, la meningitis se produce en el 10% de los
nifnos. Por las razones anteriores se sustituyo en muchos paises, no obstante, contintia formando parte
de la vacuna que se emplea en América Latina, debido a que su costo es inferior a la que contiene la
cepa Jeryl Lynn o la Rubini ( Fullerton y Reef, 2002; Valcarcel, 2007; Senanayaque, 2008 ).

Otra causa del surgimiento de los brotes de parotiditis a nivel mundial, es la existencia de 13 genotipos
del virus, que representan entre si una neutralizacion cruzada incompleta y solo estan representados en
un pequeno numero en las vacunas actuales. Estos genotipos en muchas ocasiones se encuentran

distantes filogenéticamente de los que producen los brotes (Kaaijk y cols, 2008).
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Como se puede observar en la Tabla 17, los primeros casos confirmados por el laboratorio a través de
las técnicas serologicas, fueron diagnosticados en las provincias de Ciudad Habana (13/86,6%) y
Guantanamo (2/13,3%) en 2004. En 2005, la enfermedad comenzo6 a extenderse al resto del pais,
encontrandose el nimero mayor de muestras positivas nuevamente en Ciudad Habana y Guantanamo
(26/12,8%; 98/48,3%), incorporandose la Provincia de la Habana, con un 23,2% (47/203). En los
afios 2006 y 2007, ya en todas las provincias se habian confirmado casos de parotiditis, presentando
Santiago de Cuba y Guantanamo en el 2006 un 18,7% (80/428) y un 18,9% (81/428) respectivamente
y en 2007, se reporta a Villa Clara como una de las de mayor porcentaje con un 14,7% (94/638).

En los cuatro afios estudiados, se pudo observar que las provincias Ciudad Habana (180/ 14%),
Villa Clara (106/ 8,3%), Santiago de Cuba (192/ 15%) y Guantanamo (187/ 14,5%), fueron las mas

afectadas por este evento epidemiologico.

Tabla 17. Casos de parotiditis confirmados serolégicamente por el laboratorio en las diferentes

provincias del pais. Cuba 2004/2007.

Afio I3 PR PH CH MT VC CF SS CA CM TN HG GM SC GT Total
2004 0 0 0 30 0 O O O O O o o o 2 15

2006 0 2 47 26 1 3 0 2 15 1 1 3 0 4 98 203
2006 0 13 29 46 15 9 21 20 38 9 0 34 24 80 81 428
7 0
1

2007 57 9 95 65 94 14 28 11 353 34 43 108 6 638

Total 7 72 85 180 81 106 35 50 64 63 71 67 192 187 1284
Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia PRS / IPK

En la Figura 13, se muestran los casos positivos confirmados seroldgicamente por el laboratorio por
grupos de edades. La positividad fue aumentando con el transcurso de los afios, siendo 2007 donde un
numero mayor se encontrd, fundamentalmente en los grupos de 11 a 15y 16 a 19 aiios de edad, con
148(34,5%) y 134(31%) en el 2006 y 213 (33,3%) y 217(34%) en 2007, en cada grupo

respectivamente.
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Figura 13. Casos positivos a parotiditis confirmados serologicamente por el laboratorio en los

diferentes grupos de edades estudiados. Cuba 2004/2007.

Resultados similares se observaron en los Estados Unidos durante estos mismos afios, donde la
infeccion se extendid rapidamente por el pais y en todos los grupos de edades, ocurriendo la
mayoria de los casos en jovenes entre 18 y 25 afios, muchos de los cuales recibieron dos dosis de la
vacuna. También en Canadd en el 2007, el 50% de los estudiantes de preuniversitarios y
universitarios entre 20 y 29 afos, se infectaron con el virus de la parotiditis (Gemmil 2006,
Kancherla y Hanson, 2006, Peltola y cols, 2007).

En 10 (66,6%) de las muestras de orina colectadas en los 15 casos confirmados como positivos en
2004, se obtuvo aislamiento viral, siendo identificados los mismos con la técnica de TR-RCP,
mientras que los exudados nasofaringeos fueron negativos. Al analizar directamente las muestras
con la TR-RCP, se encontraron 8§ (53,3%) orinas positivas, mientras que los exudados nasofaringeos

se mantuvieron negativos (Tabla 18).
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Tabla 18. Confirmacion de los casos positivos a parotiditis. Cuba / 2004.

Técnica empleada Tipo de muestra Positivas Negativas
Aislamiento Viral Orina 10 (6,6%) 5(33,3%)
Aislamiento Viral Exudado Nasofaringeo 0 0
TR- RCP Aislamiento en orina 10 (66,6%)  5(33,3)
TR-RCP Orina 8(53,3%) 7 (46,6%)
TR-RCP Exudado Nasofaringeo 0 0

Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia PRS / IPK

Con el aislamiento viral y 1a TR-RCP en orina, se encontraron resultados similares a los obtenidos
por De la Loma y colaboradores en el 2003 y Bitsko y colaboradores en el 2008, quienes plantearon
la utilidad de las técnicas moleculares en el diagnostico de la parotiditis por ser sensibles y
especificas y constituir un sustituto fiable del aislamiento viral. Estos autores también hallaron una
positividad baja con la técnica TR-RCP al estudiar 20 exudados nasofaringeos, encontrando que
solo el 35% de estas muestras fueron positivas, recomendando que para obtener aislamiento y ARN
positivo en los exudados, deben ser colectados en los tres primeros dias de la FIS. Ortuondo y
colaboradores en el 2007, también realizaron la TR-RCP en este tipo de muestras en los tres
primeros dias de la FIS, obteniendo una positividad de un 37% (de la Loma y cols, 2003; Bitsko y
cols, 2008).

Se plantea que, diferentes causas dieron lugar a la epidemia de parotiditis en la poblacion joven en
diferentes paises del mundo, dentro de ellas, la disminucion en el nivel de los anticuerpos debido a
que gran parte de estos individuos recibieron una sola dosis de la vacuna al afo de edad, el estilo de
vida de los jovenes, los cuales realizan multiples actividades sociales, la via de transmision
respiratoria y la forma subclinica de la enfermedad, facilitando la diseminacion e interfiriendo en su
control. También se expresd que cualquier alteracion en la cadena de frio pudo provocar cambios
significativos en la potencia de la vacuna, con la consiguiente disminucion en la respuesta inmune,
asi como la demora en su uso después de la reconstitucion (méas de 30 min) y la exposicion a la luz,

lo que ocasiona inactivacion del virus (Kancherla y Hanson, 2006; Dominguez y cols, 2010).
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Para el control de la parotiditis es necesario, mantener un alto nivel de inmunidad, haciéndose
necesaria la aplicacion de una segunda dosis de la vacuna con alguna de las cepas actuales,
mantener altas coberturas y obtener una vacuna que confiera una inmunidad prolongada en la

poblacion (Peltola y cols, 2007).
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V. CONSIDERACIONES GENERALES

En 1986, quedo establecido en Cuba el programa de eliminacion del sarampion y se integré al
mismo el de la rubeola/SRC y el de parotiditis. A partir de este momento, se incorpord la
vacunacion con la triple viral al PNI 'y se produjo una reduccién significativa en la notificacion de
casos de estas enfermedades (MINSAP ?,1999). También, junto a las investigaciones clinico -
epidemioldgicas, se incorporaron los estudios de laboratorio a la vigilancia, los cuales constituyeron
un apoyo decisivo a la misma y aportaron la informacion esencial que permitid confirmar o
descartar los casos probables y evaluar el impacto de las actividades desarrolladas en las camparfias

de vacunacion.

A medida que el laboratorio introdujo nuevas técnicas y muestras para el diagnostico, se
desarrollaron diferentes algoritmos de trabajo, siendo los estudios serologicos los més ampliamente
empleados, estableciéndose como técnica de rutina la determinacion de anticuerpos de tipo IgM a
través del ELISA al sarampion y la rubeola, con la ventaja de ser mas rapida, precisa, reproducible y
eficiente, pero los casos positivos fueron confirmados inicialmente con la IH y posteriormente con
el ELISA para detectar anticuerpos de tipo IgG.

La IH continta siendo la prueba de oro en el diagnostico y en este estudio se emplea para
diagnosticar la parotiditis. Esta técnica sélo se realiza en laboratorios especializados y esta
considerada como un método que mide realmente la inmunidad (Vicari y cols, 2006).

Actualmente, el mayor desafio que afronta la vigilancia de laboratorio, es la presencia de casos
esporadicos de resultados falsos positivos de la IgM, principalmente aquellos que son sospechosos
sin antecedentes de viajes, con o sin el antecedente de vacunacion y sin nexo epidemioldgico, lo que
hace necesario enviar de inmediato la informacion de los mismos a las autoridades de salud, para
dar inicio a las investigaciones clinico - epidemioldgicas y obtener una segunda muestra para la
confirmacion por parte del laboratorio (Vicari y cols, 2006 ).

Se plantea que la vigilancia virologica es la que proporciona la evidencia de interrupcion de la

transmision endémica, incorporandose al algoritmo diagnostico, las técnicas de aislamiento viral y
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la deteccion de acidos nucleicos, las cuales permiten, no solo la confirmacion serologica, sino
también, el estudio de genotipos para definir la presencia de casos autdctonos o importados
(Castillob y Ruiz, 2009). No obstante, a pesar de solicitarse por el laboratorio muestras adicionales
(exudados nasofaringeos y orina) para la deteccion viral, las mismas no son enviadas, a no ser en caso
de brotes, debido a problemas relacionados con recogida, transporte, almacenamiento, ademas de la
falta del conocimiento de la importancia que reviste para la vigilancia de estas enfermedades la
obtencion de las mismas, siendo necesaria una estrecha coordinacion, designacion de
responsabilidades y capacitacion, del personal de salud que participa en esta actividad (virélogos,
epidemiodlogos, médicos de asistencia).

La realizacién de la encuesta seroepidemioldgica en la poblacién de 7 meses a 23 afios en 1999,
permitié conocer la disminucion en el porcentaje de anticuerpos a estas tres enfermedades en la
poblacion, varios afios después de aplicada la vacuna. Las encuestas en la vigilancia sirven para
evaluar el estado inmune de los individuos y los resultados de las intervenciones adoptadas en el
programa (Sepulveda y cols, 1992).

De especial interés fue el diagndstico del brote de rubeola en adultos jovenes en el 2004, debido a
la importacion del virus desde un pais donde no se logré la eliminacion de esta enfermedad,
conociéndose de la existencia en Cuba de individuos susceptibles de ser infectados, a pesar de las
campafias de vacunacion realizadas. La determinacion de la avidez de la IgG en estos casos, mostrd
que el mayor nimero de ellos presentd una infeccion primaria, ya que se plantea, que del 2 % al 5%
de los nifios vacunados a una edad apropiada y en condiciones dptimas, no seroconvierten en la
primera dosis de la vacuna, entre otras causas que originan el fallo vacunal primario (Salleras y
Alcalde, 2003).

Teniendo en cuenta estos resultados, se sugirio a las autoridades de salud, incorporar la segunda
dosis de la vacuna triple viral al PNI, con el objetivo de mantener niveles de proteccion adecuados
en la poblacion de nifios, adolescentes y adultos jovenes, que junto a una alta cobertura vacunal y
una vigilancia clinico - epidemiolégica con el apoyo del laboratorio efectiva, permitirian mantener
la eliminacion de PRS en el pais.

Entre el 2004 y el 2007, se notificaron en Cuba un ndmero significativo de casos de parotiditis, en
adolescentes y adultos jovenes, similar a lo reportado en diferentes paises del mundo (Valcarcel,
2007; Kaajik y cols, 2008).
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Se plantea, que la vacunacion contra la parotiditis confiere una inmunidad para toda la vida, sin
embargo, muchos de los casos positivos recibieron una o dos dosis de la misma y otros fueron infectados
naturalmente con el virus. Se estima, que aplicar una segunda dosis, ain con una alta cobertura de
vacunacion, no es suficiente para crear una inmunidad en la poblacidn que evite la aparicion de nuevos
brotes, ya que la inmunidad inducida por algunas cepas vacunales, pueden no ser efectivas frente a las
cepa circulante, debido a cambios en los epitopes neutralizantes (Okafuji y cols, 2006; Dominguez y
cols, 2010).

En Cuba, la confirmacion de los casos de parotiditis condujo a que las autoridades de salud tomaran
la decision de vacunar con la triple viral a los jovenes entre 12 y 24 afios, mediante la realizacion de
una Campafia Nacional de Vacunacion en 2006 ( Valvarcel, 2007).

Unido a la incorporacion de técnicas cada vez mas sensibles y especificas en el diagnostico, fue
necesario incrementar la calidad del mismo, para ello se participa en el programa mundial de
evaluacion de la competencia en materia de pruebas sexoldgicas, donde los resultados son
satisfactorios, siendo acreditado por parte de la OPS/OMS, por su eficacia y desempefio en la red
de laboratorios que apoyan el programa de inmunizacion de Las Américas.

Para mantener los resultados alcanzados en el programa de eliminacion de PRS en Cuba, es
necesaria una vigilancia epidemioldgica y de laboratorio de alta calidad, que permita captar casos
importados o relacionados a la importacion, fortalecer la vigilancia viroldgica, capacitar al personal
de laboratorio en la red en cuanto a recoleccion, transporte y almacenamiento de las muestras y
realizar estudios de seroprevalencia (Vicari y cols, 2007; Castillo® y Ruiz 2009).

Después de todos los esfuerzos y logros obtenidos en la vigilancia de PRS, existe la interrogante de
si el sarampidn, la rubeola/SRC 'y la parotiditis llegarén a ser eliminados o erradicados a nivel
mundial. Se conoce, que estas enfermedades disponen de vacunas de alta eficacia, existe un sélo
serotipo del virus, el humano es el Unico reservorio y no cuentan con portadores cronicos. Sin
embargo, a pesar de los logros en los programa de eliminacién, en el afio 2010 se notificaron brotes
de sarampidn en Canada ( 31 casos ) y Estados Unidos (14), como resultado de las importaciones y
en septiembre de 2009 se confirmd el Gltimo caso autdctono de rubeola en Brasil, ademas
contintian produciéndose los brotes de parotiditis ( Castillo® y Ruiz , 2009).

La probabilidad de eliminacion es factible y practica, pero debe existir una vigilancia
epidemioldgica y de laboratorio constante para impedir el restablecimiento de la transmision del

agente, mantener una alta cobertura vacunal ( mayor de un 95%), verificar la ausencia de las cepas
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endémicas del virus y lograr la sostenibilidad de los PNI ( Castillo® y Ruiz, 2009; Orestein, 2010),
ya que, para la erradicacion, aln se necesitan grandes esfuerzos, porque la rubeolay la parotiditis
no forman parte adn de los programas de eliminacion de muchos paises y el sarampion continda
siendo una importante causa de morbimortalidad en la poblacion infantil, es altamente infecciosa,
necesita de una inmunidad entre el 93 y el 95%, existe un alto crecimiento poblacional a nivel
mundial, las migraciones y los viajes internacionales llevan a una fécil y rapida diseminacion de la
enfermedad, ademas de la presencia de poblaciones con baja respuesta inmunolégica ( infectados
con VIH), la vacuna no es efectiva en los nifios muy pequefios, se necesitan dos dosis para mantener
una proteccion adecuada y sobre todo, la necesidad de una voluntad politica ( Castillo® y Ruiz, 2009;
Plotkin, 2010).
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VI. CONCLUSIONES

La evolucidn y perfeccionamiento cientifico del sistema de vigilancia de laboratorio de
sarampion, rubéola y parotiditis, contribuyeron al desarrollo del programa de

inmunizaciones del pais.

Se demostrd que la incorporacion de la vigilancia de laboratorio al programa de eliminacion
de PRS, es imprescindible en la confirmacion de los casos diagnosticados por criterios

clinicos y epidemiolégicos.

Se confirm6 que los diferentes algoritmos de trabajo establecidos en el laboratorio,
permitieron informar exitosa y oportunamente a las autoridades de salud, ante cualquier

evidencia de infeccion y transmision de alguna de estas enfermedades.

Se encontrd un bajo nivel de anticuerpos al sarampidn y la rubeola en el grupo de nifios de
6 a 10 afos de edad, lo que sirvié como soporte a las autoridades de salud para incorporar la

reactivacion de la vacuna triple viral al programa de inmunizaciones.

La deteccion de avidez de la 1gG mostré ser un método alternativo Util, para la

identificacion de una infeccidn primaria o secundaria al virus de la rubeola.

Se confirmé un brote de rubeola en una poblacion adulta joven, lo que podria dar lugar a la

reaparicion del SRC.

Se evidencid la presencia de parotiditis en la poblacion de adolescentes y adultos jovenes,
debido al mantenimiento de la circulacién del virus en la poblacién, lo que dio lugar a la
realizacion de una camparia de vacunacion con la triple viral en las edades entre 12 a 24

afnos en 2006.
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Recomendaciones

VIil. RECOMENDACIONES

Realizar adecuadamente la coleccion, conservacion y transportacion de las muestras al
laboratorio, asi como en la recogida de datos de los pacientes, para la obtencion de

resultados rapidos y confiables.

Incorporar la vigilancia molecular al programa de eliminacion del sarampion, la rubeola 'y

la parotiditis.

Incorporar la determinacion de la avidez de la 1gG al virus de la rubeola en el diagndstico

de laboratorio, fundamentalmente en mujeres embarazadas.

Sugerir al PNI, el mantenimiento de la vacunacion con la triple viral a todo extranjero que
arribe al pais procedentes de zonas endémicas y a los trabajadores relacionados con

actividades de frontera.
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ANEXO 1

Modelo de recoleccién de datos sobre muestras para diagnéstico microbioldgico o envio de cepas para el trabajo

de referencia nacional en el IPK.

1-Nombre(es) Primer Apellido: Segundo Apellido: 2-Carné de ldentidad: No.
Y Y
3- Direccion Particular: 4-Municipio: 5-Provincia: 6-Hist. Clinica:
7-Edad: 8-Sexo: 9-Ocupacion 10-Color de la piel: 11-Dias de ingreso
Masc. 0 Fem.O Blanca O Negra O Amarilla 0 Mestiza
12-Centro que Remite: 13-Sala 14-Municipio: 15-Provincia: 16-Fecha:
1|
Dia  Mes Afio
17-Diagnéstico Clinico: 18-Tipo de Muestra colectada: 19-APP:
Suero O Sangre O
20-Fecha de comienzo de los Sintomas: [ | | | Enfermedad similar en la familia o
Dia Mes Ao LCR O  Humoracuoso O comunidad:
21-GENERALES:
Fiebre O MialgiaO Cefalea O Linfoadenopatia O Malestar Orina O Liquido amniético O SI O NO O
General O Vomitos O RashO Petequias 0O . Historia de viajes al exterior:
Gargarismo O Esputo O
Diarreas O  Artralgia O Esplenomegalia O Heces Q SI O NO O
. . Pais:
Anorexia 0O IcteroO Hepatomegalia O Exudado O Cual
Astenia O Escalofrios 0O Sangramiento O
. " Tejido O Cual s
Dolor abdominal O  Aumento de volumen de parétida O ) Fecha llegada al pais:
IRA: **|_amina de: [ | | |
Tos O Disnea 0  Expectoracion 0O Cepa de: Dia  Mes  Afio
Laringitis O Faringitis O Rinorrea O Tratamiento Previo:
Fecha colecta muestra: sl O NO O
Otitis O Coqueluche O  Amigdalitis O | | | |
. i, Dia Mes Afio Cual(es):
Laringotraquebronquitis O Estornudos O 22-Estudio solicitado:
L . Diagnostico O
\S/scél_namon anti-Influenza 9 Antecedente de vacunacién PRS
Desorientacion O Rigidez nucal O  Convulsiones 0  Perdidade Referencia 0 SI O NO 0O
conciencia O Trastornos de conducta O Dificultad en la Fecha :
marcha 0 23-SUEROS PAREADOS I
ITs: Dia Mes Afio

Secrecion Genital 0O Lesion Genital ]

SEPSIS URINARIA: Disuria O

Otros:

Fecha de colecta:

1°" Suero |
Dia

Mes Afio
2% Suero

Dia Mes Afio

Confirmatorio 0O
(Dengue)

Referencia 0

24- Nombre del Facultativo:

25- RESULTADOS




ANEXO 2

FORMULARIO DE ENCUESTA SEROEPIDEI\/IIOLQGICA
ESTUDIO DE ANTICUERPOS A LOS VIRUS DEL SARAMPION, RUBEOLA'Y
PAROTIDITIS

NOMBRE:

EDAD:

DIRECCION:

MUNICIPIO:

INSTITUCION QUE ENVIA LA MUESTRA:

ANTECEDENTES VACUNALES:

ANTECEDENTES DE LA ENFERMEDAD:

FECHA DE TOMA DE LA MUESTRA




ANEXO 3
CONSENTIMIENTO INFORMADO

El que suscribe:

Conozco que:

El sarampion, la rubéola y la parotiditis son enfermedades de distribucion mundial y
que, a pesar de la vacunacion, muchas personas aun las padecen anualmente.

Con la incorporacion de la vacuna triple viral (sarampion, rubeola y parotiditis), al
programa de inmunizacion en Cuba, la presencia de estas enfermedades ha
disminuido grandemente, pero aun existe el peligro de que las mismas puedan ser
importadas, procedentes de lugares donde no existe una vigilancia adecuada o el
porcentaje de personas vacunadas es muy bajo.

Se me ha informado que el objetivo del presente estudio, es estimar el nivel de
anticuerpos contra estas patologias en la poblacion cubana de 7 meses a 23 afios
de edad, asi como conocer los factores que determinan el estado de proteccion de la
poblacion frente a las mismas.

Hago constar por este medio, mi disposicion y consentimiento informado, para que
se me tome muestra de 10 ml de sangre periférica, para la realizacion de este
estudio.

He leido la informacion de esta hoja de consentimiento y todas mis preguntas sobre
el estudio y participacion han sido atendidas, ademas se me ha informado de que
puedo no participar o retirarme del mismo en cualquier momento, sin que por ello
vaya a ser motivo de perjuicio.

Para constancia de lo expuesto anteriormente firmo este documento en
el dia del mes de del 19

Firma del paciente o tutor Nombre y firma del médico
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