tral de
e('\ﬂw“ Sag
3

Ministeriode | § 3 [ GOBIERNO PAW‘,
(s 3
Apromca 1 M T DRRCONAL  defedente
1“"'Ici§,,_pqr05‘p\

&

oo

LABORATORIO CENTRAL DE SALUD PUBLICA
DEPARTAMENTO DE VIROLOGIA

Recomendaciones de laboratorio para la toma, almacenamiento y
envio de muestra para el diagnostico de la infeccion por el virus
de la viruela del mono (viruela simica)

ANTECEDENTES Y SITUACION ACTUAL

La viruela del mono se descubrié por primera vez en 1958 cuando ocurrieron dos
brotes de una enfermedad similar a la viruela en colonias de monos mantenidos
para la investigacion, de ahi el nombre "viruela del mono". El primer caso humano
de viruela del simio se registr6 en 1970 en la Republica Democratica del Congo
(RDC) durante un periodo de intensificacion de los esfuerzos para eliminar la
viruela. Desde entonces, se han notificado casos de viruela del simio en personas
de varios otros paises de Africa central y occidental. La mayoria de las infecciones
estan en la Republica Democratica del Congo.

Region de las Américas la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) desde el 15
de mayo pasado, reporta la notificacion de casos confirmados y casos
sospechosos de viruela simica en Paises NO ENDEMICOS (Australia, Bélgica,
Canad4, Francia, Alemania, Italia, Paises Bajos, Portugal, Espafa, Suecia, Reino
Unido y Estados Unidos, Argentina).

Este documento est& basado en la guia provisional de la Organizacion Mundial de
la Salud sobre las pruebas de laboratorio para el virus de la viruela del mono, 23
de mayo de 2022, y tiene por objeto proporcionar orientacion a los Laboratorios
sobre la deteccion del virus de la viruela del mono, asegurando la identificacidon
oportuna de los casos sospechosos, la recoleccibn de muestras, y la
implementacion de protocolos de deteccibn molecular, en los Laboratorios
Nacionales de Referencia, de acuerdo con la capacidad existente.

Estas orientaciones se actualizaran de acuerdo con los hallazgos de las
investigaciones que se encuentran en curso.

Esta enfermedad es producida por el Monkeypoxvirus (MPXV) es un virus ADN
de doble cadena, miembro del género orthopoxvirus dentro de la familia
Poxviridae. Los poxvirus son causantes de enfermedades en humanos y en
muchos otros animales; la infeccibn generalmente resulta en la formacién de
lesiones, nodulos de la piel o erupcion diseminada. Otras especies patdgenas para
los humanos incluyen el virus de la viruela bovina y el virus de la variola (que
causa la viruela, que ha sido erradicada).

Hay dos clados del virus de la viruela del simio: el clado de Africa Occidental y el
clado de la Cuenca del Congo (Africa Central). Aunque el clado de Africa
occidental a veces conduce a una enfermedad grave en algunas personas, la
enfermedad suele ser autolimitada. Se ha documentado que la tasa de letalidad
para el clado de Africa occidental es de alrededor del 1 %, mientras que para el
clado de la cuenca del Congo puede llegar al 10 %.

TOMA DE MUESTRAS Y BIOSEGURIDAD

Recomendaciones para el manejo de muestras sospechosas de viruela
simica.

Elaborar un POE (Procedimiento operativo estandar) en base a una evaluaciéon de
riesgos bien robusta, aprobada por las autoridades competentes de la institucion
donde se tomaré la muestra.

El personal debe estar entrenado para la recoleccion, el almacenamiento, el
embalaje y el transporte de muestras.

Para la Toma de muestra se deben tener las siguientes consideraciones:
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LABORATORIO CENTRAL DE SALUD PUBLICA
DEPARTAMENTO DE VIROLOGIA

1- Definir un lugar especifico para la toma de muestra.

2- Preparar los insumos para la toma de muestras de forma anticipada.

3- El personal que recolecta la muestra debe usar Equipo de Proteccién Personal
(EPP) que debe incluir: bata antifluidos, protector facial, mascarilla N95 con la
prueba de ajuste, guantes, gorro y cubre calzados.

4- Completar las documentaciones necesarias (ficha epidemioldgica)
detenidamente. En caso de algun derrame sobre la ficha, elaborar una nueva.

5- Preparar el area de trabajo donde deben ser colocados los elementos para el
procedimiento de la toma de muestra.

6- Si se produce algun derrame por las paredes externas del tubo, o sobre la
superficie, descontaminar inmediatamente con una gasa embebida con hipoclorito
de sodio al 1%.

TIPOS DE MUESTRAS
El tipo de muestra recomendada para la confirmacion de laboratorio de la viruela
del mono es el material de la lesion cutanea, que incluye:

1- Hisopado de la superficie y/o del exudado de la lesion (lesiones maculares)
2-Bordes superiores de mas de una lesion (superficie de las lesiones), o
3-Costras de lesiones.

4- Hisopado Orofaringeo.

Ver anexo 1 sobre los tipos de lesiones.

Procedimiento de toma:

1- Preparar el area de trabajo con los insumos correspondientes.

2- Etiquetar todas las muestras correctamente, identificando el tipo de muestra en
los tubos utilizados y datos del paciente (hombre, CI, otros).

3- Se debe frotar vigorosamente la lesién con el hisopo para garantizar que se
recolecte suficiente material para la obtencién del ADN viral. En caso que se
requiera, utilizar aguja estéril, lanceta o bisturi para obtener el material.

4- Los hisopos se deben colectar en tubos secos y en tubos con medios de
transporte viral (VTM):

a- Dos o mas lesiones del mismo tipo deben recogerse en un solo tubo,

preferiblemente de diferentes lugares del cuerpo.

b- Silas lesiones son de tipos diferentes (lesiones, costras y fluidos vesiculares)
los hisopos no deben mezclarse en el mismo tubo, (se deben utilizar hisopos y
tubos diferentes)

c- Muestra de Hisopado orofaringeo en VTM

5- Deberan tomarse muestras de todo tipo de lesiones:

a- Si las lesiones son vesiculares se tomaran en 3 tubos: dos con VTM y otra en
un tubo seco;

b- Si las lesiones son costras o maculares se tomaran 3 tubos: dos con VTM y

otra
en un tubo seco. (Se debe raspar la costra, posteriormente levantar y colocar en
los tubos).

c- Se debe hisopar una muestra orofaringea, colocar en un tubo con VTM.

6- Romper el extremo del aplicador de cada hisopo en el tubo y tapar.

7- Desinfectar con hipoclorito de sodio 1% la superficie del tubo asegurando que

este herméticamente cerrado el recipiente primario.

8- Para el diagnoéstico diferencial realizar la recoleccién de otros especimenes

adicionales.

Direccion: Av. Venezuela y Tte. Francisco Escurra
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LABORATORIO CENTRAL DE SALUD PUBLICA
DEPARTAMENTO DE VIROLOGIA

Para mas detalles sobre muestras, material de recoleccién y temperatura de
almacenamiento para deteccion de MPXV y diagndstico diferencial (Ver Tabla 1).

ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS

En caso de necesidad de almacenamiento, colocar los tubos en un envase
secundario, bien sujetos de tal forma a evitar fugas, identificando correctamente
con marcador indeleble, asegurando la biocustodia y limitando la accesibilidad.

Las muestras deben refrigerarse (2 a 8 °C) y remitir inmediatamente al LCSP
hasta maximo 48 horas. Si el transporte excede las 48 horas para que la muestra
sea remitida, las muestras deben almacenarse a -20 °C.

Se recomienda el almacenamiento de muestras a largo plazo (>60 dias desde la
recoleccion) a -70 °C.

Se deben evitar los ciclos repetidos de congelacién-descongelacién porque
pueden reducir la calidad de los especimenes.

Durante la permanencia en el servicio, se debera colocar los tubos en gradillas
dentro de un envase secundario rigido y hermético, asegurando que la misma no
se mueva dentro del contenedor. Conservar siempre la muestra refrigerada.

ENVIO DE MUESTRAS

Las muestras deben ser enviadas refrigeradas al Laboratorio Central de Salud
Pablica (LCSP), para el diagndstico molecular tan pronto como sea posible
después de la recoleccion.

El manejo y almacenamiento correcto de las muestras durante el transporte es
esencial para realizar un diagndstico preciso.

El embalaje de muestras debe ser realizado por personal capacitado en
procedimientos técnicos y de bioseguridad. Informar al transportista la naturaleza
de la muestra a ser transportada.

El envio al LCSP se hara en triple envase: Colocar los tubos o envases primarios

en el envase secundario con suficiente absorbente de tal forma que en caso de
derrame no afecte a los demas tubos. Introducir el envase secundario en un
contenedor terciario rigido y bien cerrado. (Ejs: hisopor, conservadora), que debe
contener suficiente cantidad de refrigerantes para la conservacion de la muestra.

Las documentaciones (ficha epidemiologica) que acompafian a la muestra irdn
fuera del envase terciario, protegidas con un folio de polietileno evitando todo
contacto con las muestras y la humedad del refrigerante.

Si se envia la muestra con vehiculos comerciales ajustarse para el empaque, a las
Normas de transporte de sustancias peligrosas de la DINATRAN. Disponible en:
http://www.dinatran.gov.py/cp_normativa.html

PRUEBAS DE LABORATORIO

Las pruebas de diagndstico confirmatoria seran realizadas en el LCSP.

La confirmacion de la infeccion por MPXV se basa en pruebas de amplificacion de
acidos nucleicos (NAAT), utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
en tiempo real, para la deteccion de secuencias especificas de ADN viral. La PCR
se puede usar sola o en combinacién con la secuenciacion.

Las pruebas para detectar la presencia de MPXV deben realizarse en laboratorios
debidamente equipados por personal capacitado en los procedimientos técnicos y
de Bioseguridad tipo Il (BSLIl) con practicas de Bioseguridad de tipo 11l (BSLIII)
pertinentes.

Ante la presencia de un resultado Negativo para MPXV se debe considerar otras
causas potenciales de lesiones cutaneas discretas o una erupciéon diseminada y

Direccion: Av. Venezuela y Tte. Francisco Escurra
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otras etiologias de apariencia similar en las diferentes etapas de desarrollo, en las
que se incluiran: Varicela, Herpes Zoster, el virus del Sarampion, Zika,
Chikungunya, Dengue, Treponema pallidum (Sifilis), las infecciones bacterianas
de la piel (Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes) e infecciones
micéticas con manifestaciones cutaneas: histoplasmosis y criptococcosis
diseminada, paracoccidioidomicosis aguda infanto-juvenil.

Los laboratorios deberan realizar las determinaciones diferenciales
conforme a su capacidad en cada servicio.

MANEJO DE RESIDUOS.

La gestion de residuos (manipulacion, almacenamiento, tratamiento y eliminacion
de EPIs utilizados, apédsitos de pacientes, etc.) deben realizarse acorde a la
reglamentacion de materiales peligrosos, ajustada a la Ley 3361/07; con el debido
control de su cumplimiento. Disponible en:
https://bacn.gov.py/archivos/3414/20150605093505.pdf

Tabla 1: Muestras, material de recolecciéon y temperatura de almacenamiento
para deteccion de MPXV v diagndstico diferencial

Materiales Temperatura de
Tipo de espécimen | de P ; Finalidad de la recogida
- almacenamiento
coleccidn
Material de la lesién Hisopos de
cutanea, que incluye: P
. Dacrén o
* Hisopado de poliéster con
exqgado de la VTM e Refrigerar £2 8 °C) pqr 48 Recomendado para el
lesion, borde . horas , -20°C después . e
; hisopo seco/ diagnastico.
superior de las . - de 48 horas.
; aguja esteéril,
lesiones ( techos).
lanceta o
+ Costras de o
) bisturi.
lesiones.
Hisopos de . o
Hisopado Dacrén o Refrigerar 5,2 8°C) por 48 Recomendado para el
. o horas , -20°C después . ‘e
Orofaringeo poliéster con diagndstico.
de 48 horas.
VTM
Tubos seco Refrlgeraro(z 8 °C) por 48 | Aser c9n3|derad0 para
x horas, -20°C después serologia o para
Sangre** 5 ml con . .
de 48 horas. apoyar el diagnéstico o
separadores . S
la investigacion.

*Ademas de los materiales de recoleccion especificos indicados, otros materiales y equipos
necesarios incluyen: contenedores de transporte, bolsas de recoleccion de muestras, empaques
triples, refrigeradores y compresas frias o] hielo seco, equipos estériles
de extraccion de sangre (por ejemplo, agujas, jeringas y tubos), etiquetas y marcadores permanentes,
EPP y materiales para la descontaminacion de superficies.

** Enviar muestras de sangre total sin centrifugar por bioseguridad.

Direccion: Av. Venezuela y Tte. Francisco Escurra
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ANEXOS
Anexo 1: Tipo de lesiones cutaneas.
X
7~ R
Erupcién cutanea La manifestacion en forma de erupcion cutdnea presenta la siguiente evolucion. Se
presenta con postenondad: 1-10 dias después de inicio de la fiebre

> Macula > Vesicula > Pustula > Costra

1-2 diss - 1-2dims 5-7 disy 7-14 dlas

Cratm Emveng oot Om /N Esee Covpmn NLAAD Matr et ot [ L S L R Contnn: Soutou Lo |

ot o, VR bript wwwec odc 9o N W s 0 ok coc Frrmtass “chonl of Pubie R ww 3¢ bscnarcne
Ve e T W 19000841 L e e e Brmwducads D0 >

Direccion: Av. Venezuela y Tte. Francisco Escurra
Tele-fax: 595-21-292.653 / 595-21-294.999 / 595-21-281.630



Ministeriode éé % [
SALUD PUBLICA 3 5 GOBIERNO
Y BIENESTAR SOCIAL m NACIONAL

g purst®

LABORATORIO CENTRAL DE SALUD PUBLICA
DEPARTAMENTO DE VIROLOGIA

e

(Z

Anexo 2: Ficha epidemioldgica. Disponible en:
https://dgvs.mspbs.gov.py/files/simica/FICHA VIRUELA SIMICA.pdf
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