Directrices de Laboratorio para la Deteccion y el Diagndstico de la
Infeccion con el coronavirus del Sindrome Respiratorio del Medio Oriente
(MERS-CoV)!

23 de diciembre de 2022

Contexto y consideraciones generales

Los coronavirus son un grupo de virus ARN altamente diversos de la familia Coronaviridae que se dividen en
4 géneros: alfa, beta, gamma y delta, y que causan enfermedades de leves a graves en humanos y animales
(1-3). Existen coronavirus humanos endémicos como los alfacoronavirus 229E y NL63 y los betacoronavirus
0C43 y HKU1 que pueden causar enfermedades de tipo influenza o neumonia en humanos. Sin embargo,
tres betacoronavirus zoonéticos que pueden causar enfermedad severa en humanos han emergido: el
coronavirus del Sindrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV), el coronavirus del Sindrome respiratorio de
Oriente Medio (MERS-CoV) y el virus de COVID-19 (SARS-CoV-2).

El virus MERS-CoV fue detectado por primera vez en el 2012 y desde entonces se han reportado mas de
2,600 casos confirmados en 27 paises, la mayoria correspondiendo a casos identificados en Arabia Saudi.
La informacién, actualizada mensualmente, de los casos de MERS se puede encontrar en:
http://www.emro.who.int/health-topics/mers-cov/mers-outbreaks.html. Segun la situacion a diciembre de
2022, la OMS no recomienda imponer restricciones a los viajes ni al comercio, ni cribados de entrada en
relacion con el MERS-CoV (2). Sin embargo, la OPS/OMS recomienda, en todos los Estados Miembros, el
fortalecimiento de la vigilancia de las infecciones respiratorias agudas incluyendo el MERS-CoV vy la
investigacion detallada de eventos o patrones inusuales.

Los sintomas tipicos del Sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS) son fiebre, tos y dificultad
respiratoria. La neumonia es frecuente, pero los pacientes con MERS no siempre desarrollan esta afeccién.
También se han notificado sintomas gastrointestinales entre los pacientes con MERS, como la diarrea.
Hasta un 35% de los casos de pacientes notificados a la OMS han fallecido (2).

En pacientes con sintomas tipicos, un antecedente de viaje en paises afectados, de contacto directo o
indirecto con dromedarios (inclusive el consumo de sus productos crudos o poco cocinados) o de visita a
una instalacidon de salud en los 2-14 dias antecedentes al inicio de las sintomas debe instar a los
trabajadores de salud en sospechar una infeccion por MERS-CoV, a evaluar y de ser necesario reforzar a las
medidas de prevencion y control de infecciones, y a iniciar la toma de muestra y respuesta segun las pautas
nacionales. Sin embargo, la confirmacién de un caso sospechoso de infeccion con el MERS-CoV sdlo puede
ser realizada mediante pruebas de laboratorio. Otros patdgenos respiratorios virales (incluyendo, pero no
limitado a influenza, Virus Sincitial Respiratorio, SARS-CoV-2 y otros coronavirus) y bacterianos
(Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae tipo b, Legionella pneumophila) deben ser igualmente
considerados dentro del algoritmo diagndstico.

! Las siguientes recomendaciones han sido adaptadas a partir del documento de la OMS: Laboratory testing for Middle
East respiratory syndrome coronavirus — revised (1) y estdn sujetas a modificaciones posteriores en funcidn de los
avances en el conocimiento sobre la enfermedad y el agente etioldgico.
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Frente a un paciente sospechoso o confirmado de MERS, es esencial que el personal y las autoridades de
salud tomen oportunamente medidas de prevencion y control de infecciones indicadas para el entorno de
atencion en salud (3). Si bien la transmisidon zoondtica del MERS-CoV por contacto directo o indirecto con
dromedarios infectados ha sido la mas frecuente, la transmisién de persona a persona es posible y ha
conllevado a extensos brotes en establecimientos de salud de Arabia Saudi, los Emiratos Arabes Unidos y la
Republica de Corea (2). Por ejemplo, la transmisién que se origind de un paciente procedente de la
peninsula ardbiga causd en 2015 en la Republica de Corea un extenso brote en el cual se infectaron 186
personas (39 fallecidos) en 16 establecimientos de salud (4, 5). Mas del 80% de los casos se vincularon
epidemioldgicamente a cinco eventos de superpropagacion (“superspreading events”) en establecimientos
de salud. Orientaciones actualizadas en octubre de 2019 sobre la prevencién y control de infecciones
durante la atencidn sanitaria de casos probables o confirmados de infeccién por MERS-CoV se pueden
encontrar en: https://apps.who.int/iris/handle/10665/187922 (3). Fuera de los entornos de atencién en
salud, no se ha documentado una transmisién sostenida de persona a persona en ningun lugar del mundo.

La OPS publica estas Directrices consciente que las capacidades nacionales de seguimiento y confirmacion
por laboratorio es un elemento esencial en una investigacién y respuesta a casos sospechosos de MERS. El
contexto y las consideraciones generales reportadas en esta seccion destacan a la vez la necesidad de
enmarcar las acciones de laboratorio en una respuesta multidisciplinaria e integrada. La OMS actualiza en
permanencia una caja de herramienta que recopila productos e instrumentos para la gestién de brotes de
MERS y se puede encontrar en https://www.who.int/emergencies/outbreak-toolkit/disease-outbreak-
toolboxes/mers-outbreak-toolbox (6).

Toma de muestras y envio adecuado

Toma de muestras

Las muestras deben ser tomadas por personal capacitado y teniendo en cuenta todas las instrucciones de
bioseguridad, incluyendo el uso de los equipos de proteccion personal adecuados para las precauciones
estandar, de contacto y de transmisidon aérea. En particular, el personal debe hacer estricto uso de la
higiene de manos, bata, respirador (N95 o FFP2), proteccién para los ojos (gafas) o faciales (protector
facial), y guantes.

Muestras respiratorias

Si bien la probabilidad de deteccidn es alta durante los primeros 7 dias tras el inicio de sintomas, el material
genético viral ha sido detectado en muestras del tracto respiratorio inferior hasta 14 dias después del inicio
del cuadro agudo.

Dado que la carga viral mas alta ha sido demostrada en el tracto respiratorio inferior, las muestras
recomendadas incluyen esputo, lavado broncoalveolar y aspirado traqueal (cuando sea posible,
principalmente en pacientes hospitalizados y segun criterio médico). Sin embargo, las muestras del tracto
respiratorio superior también son utiles para el diagndstico, cuando aquellas del tracto inferior no estén
disponibles. Para el muestreo del tracto respiratorio superior, se recomienda en general tomar un hisopado
nasofaringeo combinado con un hisopado orofaringeo (los hisopos deben ser transportados en el mismo
tubo con medio de transporte viral).

Aunque no se recomienda el muestreo de contactos asintomdaticos en forma rutinaria, si se considera
necesario de acuerdo con las guias nacionales, las muestras del tracto respiratorio superior (hisopados
nasofaringeos y orofaringeos) se prefieren para la toma.

Diagndstico por Laboratorio del MERS 2


https://apps.who.int/iris/handle/10665/187922
https://www.who.int/emergencies/outbreak-toolkit/disease-outbreak-toolboxes/mers-outbreak-toolbox
https://www.who.int/emergencies/outbreak-toolkit/disease-outbreak-toolboxes/mers-outbreak-toolbox

G Organizacion
namericana
a Salud
de la Salud
as

En general, se deben usar hisopos flocados hechos con materiales sintéticos (incluyendo nylon, Dacron o
poliéster); se deben evitar los hisopos de algoddn. Los protocolos para la produccién casera de medios de
transporte viral estan disponibles previa solicitud a la OPS (laboratoryresponse@paho.org). Ademas, si el
medio de transporte no esta disponible, podria usarse solucién salina estéril o solucién estabilizadora de
acidos nucleicos (p. ej., DNA/RNA shield) (ver abajo para consideraciones de transporte de muestra).

Muestras de suero

Las muestras de suero para determinacidon de anticuerpos pueden ser tomadas para complementar el
diagndstico y eventualmente como parte de los procesos de vigilancia (ver seccidon Pruebas seroldgicas). Sin
embargo, se debe asegurar la toma de muestras pareadas con al menos una semana de diferencia entre la
primera (tomada en fase aguda) y la segunda. Una muestra Unica podria tener valor diagndstico sélo si ha
sido tomada como minimo 14 dias después de iniciados los sintomas.

Envio de muestras

Las muestras respiratorias deben ser conservadas en refrigeracién (4-8 °C) y enviadas al laboratorio donde
serdn procesadas dentro de las primeras 24-72 horas después de la toma. Si no se pueden enviar las
muestras dentro de este periodo, se recomienda congelarlas a -70 °C (o menos) hasta que se envien
(garantizando que se mantenga la cadena de frio).

El envio de muestras sospechosas debe cumplir con las reglamentaciones nacionales y utilizar, como
minimo, un sistema de triple empaque basico (7). Ademas, los envios a laboratorios de referencia o centros
colaboradores fuera del pais deben cumplir con todas las normas internacionales para Sustancias
Bioldgicas de Categoria B (7).

Ensayos de laboratorio

Bioseguridad

Las muestras deben ser procesadas y manipuladas Unicamente por profesionales entrenados después de
una evaluacién local del riesgo considerando todas las indicaciones de bioseguridad y equipo de proteccién
personal apropiado para virus respiratorios en general, y para MERS-CoV en particular (1, 8). El aislamiento
o cultivo viral no se recomienda para diagndstico rutinario y solo deberia ser realizado en instalaciones con
un nivel de contencién (BSL) 3 o 4.

Métodos moleculares

La confirmacién rutinaria de los casos de MERS se basa en la deteccidn del acido nucleico (ARN) del virus
mediante ensayos de RT-PCR en tiempo real con confirmacién por secuenciacion nucleotidica cuando sea
necesario, y segun disponibilidad (ver Algoritmo para deteccion molecular).

Extraccion de ARN

El ARN se puede extraer de las muestras mencionadas anteriormente utilizando cualquier protocolo
estandar o estuche de extraccion. Adicionalmente, las muestras de esputo requieren una etapa de
licuefaccion antes de la extraccion de ARN. En general, la etapa de lisis de la muestra en la extraccion de
ARN inactiva los virus que puedan estar presentes. En el caso de MERS-CoV, la inactivacién se ha verificado
para algunos protocolos y estuches comerciales (9). Por lo tanto, las muestras después de la lisis se
consideran generalmente como no infecciosas.

Diagndstico por Laboratorio del MERS 3


mailto:laboratoryresponse@paho.org

G Organizacion
ana

OoPS

Algoritmo para deteccion molecular de MERS-CoV
La confirmacion de un caso de infeccién por MERS-CoV se basa en:
e la deteccién por RT-PCR de al menos dos regiones del genoma, o
e la amplificacion de un blanco genético seguido de secuenciacién nucleotidica de un segmento
genético diferente.

Existen tres protocolos publicados para la deteccidn molecular de MERS-CoV. Las pruebas actualmente
descritas son un ensayo dirigido la region adyacente (upstream en inglés) al gen de la proteina E (upE) (10) y
ensayos dirigidos al marco de lectura abierto 1b (ORF 1b) (10) y al marco de lectura abierto 1a (ORF 1a)
(11). El ensayo upE se considera altamente sensible y se recomienda para el tamizaje. El ensayo ORF 1a se
considera igualmente sensible al ensayo upE mientras que el ensayo ORF 1b se considera menos sensible.
Los ensayos ORF 1a o ORF 1b se puede usar para confirmacién (Figura 1).

También se ha descrito un algoritmo alternativo que incluye dos ensayos de RT-PCR dirigidos al gen de la
proteina de la nucleocapside (N2 y N3) del MERS-CoV. El ensayo N2 se puede para tamizaje junto con el
ensayo upE, mientras que el ensayo N3 se puede usar para confirmacién (12, 13). Hasta la fecha, estos
ensayos de RT-PCR no han mostrado reactividad cruzada con otros virus respiratorios, incluidos los demas
coronavirus humanos, y han sido apropiados para detectar todas las cepas conocidas de MERS-CoV tanto
en humanos como en dromedarios y camélidos.

Se han publicado varios métodos para la secuenciacion del MERS-CoV (11).
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Figura 1. Algoritmo de laboratorio para casos bajo investigaciéon para MERS. Adaptado del algoritmo de la OMS (1).
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Pruebas serolégicas para determinacion de anticuerpos

Diferentes pruebas y plataformas han sido desarrolladas y publicadas para la deteccidn de anticuerpos
dirigidos a MERS-CoV, incluyendo ELISA, inmunofluorescencia (IF), microarreglos de proteinas vy
neutralizacion. Sin embargo, las pruebas seroldgicas requieren de una cuidadosa interpretacidon y su
realizacion se indica sélo bajo tres circunstancias:

1) Para definir un caso de MERS-CoV que debe ser reportado bajo el Reglamento Sanitario Internacional:
Si no es posible acceder a métodos moleculares, un caso puede ser confirmado por serologia, Unicamente
si se tiene evidencia de seroconversién en muestras pareadas usando una prueba de tamizaje (p. ej., ELISA,
IF) y que esta se confirma con una prueba especifica de neutralizacion. Las muestras pareadas consisten en
una muestra tomada durante de fase aguda y una segunda muestra tomada al menos 14 dias después de la
primera. Para la confirmacién se requiere evidencia de aumento de los titulos de anticuerpos neutralizantes
de 4 veces o mas.

El paciente sintomadtico con una muestra Unica con un resultado positivo en pruebas de tamizaje y de
neutralizacion se considera probable (o sospechoso, dependiendo de las definiciones de caso del sistema
de vigilancia).

2) Como parte de la investigacion de un brote:

Cuando se realizan investigaciones de brotes o contactos de casos confirmados de MERS, la serologia puede
proporcionar informacién util adicional. Se recomienda recolectar muestras de suero de los contactos lo
antes posible después del contacto y recolectar una segunda muestra de suero 3 a 4 semanas después del
ultimo contacto. Los sueros pueden analizarse mediante una prueba seroldgica de tamizaje (p. ej., ELISA o
IF) y los resultados positivos de la deteccidn necesitan confirmacién con pruebas de neutralizacion. En caso
sintomaticos, también se deben recolectar muestras respiratorias apropiadas para pruebas moleculares.

3) Para encuestas seroldgicas en una poblacion o investigaciones de exposicion previa:

Por lo general, en las encuestas seroldgicas sélo se cuenta con una muestra Unica por persona. Por esto, la
interpretacion serd la misma que para los contactos asintomaticos de los casos mencionados
anteriormente. Es decir, un resultado positivo con una prueba de tamizaje (p. ej., ELISA o IF) mas un
resultado positivo en un ensayo de neutralizacidn indica un caso probable. Con una sola muestra no es
posible determinar el momento de la infeccion.

Reactivos

OPS/OMS recomienda la implementacion de los protocolos de referencia descritos en la seccion
Algoritmo para deteccion molecular de MERS-CoV. Ya que los iniciadores y sondas para las pruebas de
referencia de RT-PCR para MERS-CoV se encuentran publicados (10-13) los laboratorios pueden solicitar la
sintesis a sus proveedores respectivos. Los controles positivos para los ensayos de RT-PCR especificos de
upE y ORF 1a se pueden solicitar en el portal del Archivo Europeo de Virus: https://www.european-virus-
archive.com/search/node/MERS-CoV.

Varios estuches comerciales para deteccidon de MERS-CoV por RT-PCR se encuentran disponibles. OPS/OMS
no recomienda el uso de ningtin producto en particular y exhorta a los paises y laboratorios a realizar sus
propias verificaciones/validaciones para la seleccibn de estuches comerciales de acuerdo a sus
circunstancias y pertinencia.
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