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Toma de muestras en investigaciones de brotes

Como parte de un equipo de investi-
gacion de brote, tu y tus colegas van
a recoger muestras para pruebas de
laboratorio en una escuela. Es como
volver a la escuela en el pendltimo
ano: ¢qué ropa usar? ¢tu cuaderno
de laboratorio se vera demasiado
técnico?

Tal vez podrias tener a tu disposicién
un grupo de colegas que apenas les
pidas, recopilen muestras mientras
tU te sientas a observar como si no
te importase.

¢Qué pasaria si tuvieras que recopi-
lar muestras de algo que te moles-
ta? Tal vez debieras usar un traje

espacial y traer tenazas.

En realidad no importara si tu ves-
tuario esta o no a la moda, pero tus
practicas de toma de muestras de-
ben ser de primera linea. La toma
de muestras es uno de los primeros
y mas importantes pasos en una
investigacion de brote. Los resulta-
dos de laboratorio son extremada-
mente valiosos, ya que pueden ayu-
dar a identificar el agente causante,
otorgar informacién acerca del modo
de transmision, e identificar posibles
fuentes de origen del brote.

La informacién clinica, demografica,
y sobre factores de riesgo a partir de
una investigacion de brote también
puede dar pistas importantes acerca
de la(s) causa(s) de un brote (y los
pasos para controlarlo). Debido a
que puede perderse tiempo esperan-
do los resultados de laboratorio, la
recoleccion y procesamiento de
muestras relacionadas con el brote
ocurren por lo general de manera
simultanea con otros pasos de la

investigacion de brote, como por
ejemplo, la recopilacién de datos epi-
demioldgicos y generacion de hipote-
sis.

Usando ejemplos de investigaciones
reales de brotes epidémicos, esta
edicion de FOCUS discute algunas de
las diferentes formas de tomar mues-
tras que pueden ser requeridas du-
rante un brote. Pese a que revisare-
mos cada tipo de espécimen o mues-
tra de manera separada para efectos
de claridad, por lo general se recolec-
ta mas de un tipo de muestra en una
investigacion de brote real. También
discutiremos algunos de los aspectos
practicos de la toma de muestras cli-
nicas, incluyendo el embalaje, envio y
otros aspectos logisticos.

Brotes que incluyen muestras clinicas.

Muchas investigaciones de brotes
incluyen la recopilacion de muestras
clinicas de pacientes-caso asociados
a un brote. Las muestras clinicas in-
cluyen sangre, suero, orina, saliva,
pelo, heces, etc. El tipo de muestra
recolectada depende de la naturaleza
del brote. Por ejemplo, se podran
recolectar muestras de heces en un
brote de enfermedad diarreica, mien-
tras que se recolectaran muestras de
sangre en un brote de fiebre y sarpulli-

do que sugiera rubeola.

Se podran tomar muestras similares
de animales, cuando los investigado-
res sospechen que estos pudiesen
estar involucrados en un brote.

e Unainvestigacion de brote intere-
sante que se basoé en la recopila-
cion de muestras humanas clini-
cas se llevo a cabo hace unos
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pocos anos en el medio oeste de los Estados Unidos
(1). Mas de 70 individuos experimentaron una erup-
cion febril que se pensé podria ser causada por el
virus de la viruela del simio. La viruela del simio es
una extrana enfermedad zoonética que por lo general
ocurre en el bosque tropical de Africa. Los casos fue-
ron confirmados por laboratorio usando muestras de
sangre, piel, nédulos linfaticos y de la faringe. Todos
los casos humanos confirmados por laboratorio en
este brote estuvieron asociados a la compra de perri-
tos de la pradera como mascotas. Las muestras que
se sacaron a los perritos de la pradera confirmaron la
infeccion. Se pensé que los perritos de la pradera pu-
dieron haberse contagiado en algin centro de distri-

Muestreo a bordo de un barco: The Vessel Sanitation
Program (VSP)

El VSP se establecio conjuntamente entre el Centro para
el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) y la in-
dustria de buques de crucero en los anos 1970, en res-
puesta a varios brotes de enfermedades en los cruceros.
El CDC inspecciona los barcos, realiza vigilancia de enfer-
medades diarreicas, realiza investigaciones de brotes y
ofrece seminarios de capacitacion en sanidad a los em-

pleados de cruceros.

El aspecto epidemiologico de una investigacion de brote
incluye la entrevista de todos los miembros de la tripula-
cion y pasajeros que estén enfermos, y luego la recopila-
cion de informacion (usando un cuestionario estandariza-
do) de toda la tripulacion y pasajeros del barco. El aspec-
to de laboratorio de la investigacion se lleva a cabo para
confirmar la enfermedad clinica y puede involucrar la
recoleccion de heces, sangre y vomito de personas enfer-
mas (como también de los que no estén enfermos para
efectos de comparacion). Finalmente, se eval(a la salud
ambiental examinando y tomando muestras de fuentes
potenciales de brote, como el agua potable, hielo y ali-
mentos a bordo.

Muchos brotes de enfermedad diarreica en cruceros han
sido investigados por el VSP desde su creacion. Por ejem-
plo, el VSP investigd 21 brotes de gastroenteritis aguda
en 2001. Las muestras de heces revelaron que 9 brotes
fueron causados por norovirus y 3 habian sido causados
por bacterias, mientras que 9 eran de etiologia descono-
cida. Los resultados de laboratorio en estas muestras
clinicas humanas dieron forma a las recomendaciones
desarrolladas por CDC para detener los brotes y prevenir
futuros brotes a bordo de cruceros.

Fuente: Centers for Disease Control and Prevention. Vessel
Sanitation Program. Disponible en
http://www.cdc.gov/nceh/vsp/default.htm. Consultado el 12
de diciembre 2006.
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bucion de animales en el cual hubieran sido alberga-
dos o transportados junto con roedores exoticos trai-
dos de Africa. Como lo demuestra este ejemplo, gene-
ralmente se recopilan muestras clinicas de animales
junto con muestras clinicas de personas en el caso de
brotes de enfermedades zoonbticas.

e Un ejemplo histérico que incluyd muestras de anima-
les ocurrio en 1993 en el sur oeste de los Estados
Unidos (2). Se descubrié que un brote de enfermedad
pulmonar mortal no explicada estaria asociado a un
tipo de hantavirus, el cual es un virus zoon6tico, pre-
viamente no identificado. Se sabia que los roedores
transmitian el hantavirus a los seres humanos, por lo
que los roedores que se encontraron cerca de las ca-
sas de los pacientes-caso fueron atrapados y exami-
nados para ver si se encontraban infectados del mis-
Mo virus que los pacientes-caso. En varios meses, el
mismo tipo de hantavirus se cultivo a partir de tejido
de un ratén ciervo capturado cerca del hogar de uno
de los pacientes-caso quien habia muerto a causa del
tipo de hantavirus. Ademas de la conexidon entre
humanos y roedores comprobada por las muestras de
laboratorio, los resultados de un estudio de casos y
controles resultaron consistentes con la hipotesis de
que la enfermedad pulmonar mortal observada en los
pacientes-caso estaba asociada a la proximidad con
ratones ciervos infectados. Al igual que en el brote de
la viruela del simio, este es un ejemplo de doble reco-
leccion de especimenes de seres humanos y anima-
les.

Brotes que incluyen muestras ambientales

En investigaciones de brotes de enfermedades se pueden
recopilar muestras ambientales tales como alimentos,
agua, o fomites (ver glosario en pagina 5) para confirmar
una fuente. Por lo general se recogen muestras de ali-
mentos 0 agua en el caso de brotes relacionados con ali-
mentos o agua. Frecuentemente, las muestras ambienta-
les se recogen en conjunto con muestras clinicas huma-
nas; cuando las muestras clinicas y ambientales asocia-
das al brote dan los mismos resultados, se confirma la
hipotesis de que el origen del brote es el mismo que el
origen de la muestra ambiental.

e En 1991, un individuo en el estado de Maryland de
Estados Unidos, di6 positivo para el colera mientras
estaba hospitalizado por diarrea y deshidratacion (3).
Este incidente fue especialmente inusual porque el
paciente-caso no report6 ninguno de los factores de
riesgo comunes relacionados con el célera, como por
ejemplo el consumo reciente de mariscos crudos, via-
je a un pais extranjero o vacunacién contra el clera.
Una investigacion epidemiologica revelé que habia

North Carolina Center for Public Health Preparedness—The North Carolina Institute for Public Health



[VOLUMEN 4, NOMERO 2

asistido dos dias antes de la hospitalizacién a una
fiesta, y que varios otros de los asistentes también
habian experimentado diarrea con evidencia de célera
comprobada por laboratorio. Todos los pacientes-
caso informaron haber comido un pudin de arroz al
estilo Tai preparado con leche de coco importada de
Tailandia. Pese a que no quedaban alimentos de la
fiesta como para hacer las pruebas de célera, los la-
boratoristas hicieron cultivos a partir de paquetes ce-
rrados de leche de coco congelada de la misma mar-
ca usada para preparar el pudin de arroz. Estas
muestras dieron positivo para varios tipos de vibrion
cOlera, como también especies de Aeromonas y Sal-
monella.

e Otra investigacion interesante de brote usando mues-
tras de alimentos involucr6 el consumo de cuajada de
queso fresco (4). En 1998, mas de 50 casos de Es-
cherichia coli 0157-H7 fueron confirmados por labora-
torio en Wisconsin, Estados Unidos. Se realiz6 un
estudio de casos y controles y se encontré que el con-
sumo de cuajada de queso fresco, producido por una
fabrica en particular, estaba altamente asociado con
la enfermedad. Las muestras de queso tomadas de
un paquete de cuajada abierto de los que habian sido
servidos en una fiesta a la que asistieron varios de los
pacientes-caso demostrd ser positivo para E.coli 0157
H7. Mas aln, la electroforesis en gel de campo pulsa-
do (ver glosario en la pagina 5) demostré que 42 de
los 44 aislamientos de los pacientes-caso no eran
distinguibles de los aislamientos de la cuajada y entre
ellos. En este brote, una mezcla de queso cheddar no
pasteurizado habia sido usado sin intencién para
hacer cuajadas de queso fresco, y habia sido vendida
incorrectamente como cuajada de queso pasteuriza-
do.

e Enla primavera de 1993 un gran brote de diarrea
acuosa aguda ocurrié entre aproximadamente
403,000 residentes de Milwaukee, Winsconsin en
Estados Unidos (5). Sospechandose que el culpable
era el agua potable, los investigadores realizaron
pruebas de laboratorio para patégenos entéricos y
examinaron el hielo hecho durante el tiempo del brote
en busca de la presencia de ooquistes de Cryptospori-
dium. Adicionalmente, los investigadores entrevista-
ron residentes con infecciones por Cryptosporidium
confirmadas o probables. Mediante una combinacion
de esfuerzos, incluyendo muestras tanto clinicas co-
mo ambientales, se determind que este brote masivo
habia sido causado por ooquistes de Cryptosporidium
que pasaron a través del sistema de filtracion de una
de las plantas de tratamiento de aguas de la ciudad.

e Un caso inolvidable que ilustra la importancia del
muestreo de fomites ocurrié durante la investigacion
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PulseNet y “toma de huella” del ADN

PulseNet es una red nacional de salud publica y laborato-
rios de agencias reguladoras de alimentos coordinada
por CDC. PulseNet consiste en departamentos de salud
locales y estatales y agencias federales tales como la
CDC, USDA/FSIS y FDA

Los miembros de PulseNet realizan subtipificacion mole-
cular estandarizada (o “huella genética”) de bacterias
causantes de enfermedades relacionadas con alimentos
usando una técnica que se denomina electroforesis en
gel de campo pulsado (PFGE, por sus siglas en inglés)
(Trataremos PFGE en mas detalle en la préxima edicion
de FOCUS.)

PGFE permite a los laboratoristas distinguir cepas de
organismos infecciosos tales como Escherichia coli
0157:H7, Salmonella, Shigella, Listeria, o Campylobacte-
ria a nivel del ADN. Las “huellas genéticas” o patrones de
ADN son luego enviadas electronicamente a una base

exhaustiva de datos en el CDC.

Estas bases de datos son disponibles a solicitud de parti-
cipantes para permitir una rapida comparacion de patro-
nes de estado a estado, permitiendo de esta forma una
identificacion temprana de brotes con origen comdn.
Fuente: Centers for Disease Control and Prevention. PulseNet.

Disponible en http://www.cdc.gov/pulsenet/index.htm. Consul-
tado el 7 de diciembre de 2006

de antrax en 2001 (6). Los resultados de muestras
de sobres, centros de correo, ropa, oficinas de me-
dios informativos, residencias y otros lugares fueron
usados para evaluar la presencia y la extension de
contaminacion por antrax y para guiar el proceso de
descontaminacion.

Desafios en la deteccion de agentes infecciosos en el
ambiente

A pesar de los muchos éxitos descritos en estos ejem-
plos, los patégenos infecciosos pueden ser dificiles de
aislar e identificar. Agentes infecciosos entéricos en el
agua pueden ser especialmente dificiles de detectar y
cuantificar debido a que su concentracion esta mas dilui-
da que en muestras clinicas. Por ejemplo, sélo el 13% de
los organismos causantes de brotes de enfermedades
infecciosas originadas en el agua fueron identificados en
1991y 1992 en los E.E.U.U. (7).

Mas aln, algunos métodos, tales como los utilizados pa-
ra los ooquistes de Cryptosporidium y quistes de Giardia
no pueden determinar la viabilidad o capacidad de infec-
cién de los organismos (7).

North Carolina Center for Public Health Preparedness—The North Carolina Institute for Public Health
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La identificacion de agentes infecciosos en los alimentos
también puede ser un desafio porque muchas veces estan
presentes en pequenas cantidades (8).

Mas aun, la deteccion de agentes tanto en alimentos co-
mo agua puede requerir de costosos métodos especializa-
dos que muchos laboratorios no tienen. Por ejemplo, en
una encuesta a 56 laboratorios de salud publica estatales
y territoriales en 2004, sélo el 18% de los laboratorios que
respondieron reportaron evaluar muestras de alimentos
para patoégenos virales, pese a que 10s virus son responsa-
bles de aproximadamente el 50% de las enfermedades
alimentarias en Estados Unidos (9).

Un desafio final en la deteccion de agentes infecciosos en
el ambiente tiene que ver con la sensibilidad temporal de
la recoleccion de muestras. Para asegurar la integridad
de la muestra y el diagnéstico y tratamiento adecuado, las
muestras tienen que ser recolectadas lo mas rapido posi-
ble una vez que se sospecha de un brote. Por ejemplo, en
un brote de enfermedad alimentaria, la comida implicada
puede ser desechada o consumida en materia de dias.

Logistica de la recopilacion y transporte de muestras clini-
cas humanas.

Por lo general, muchas de las recolecciones de muestra
que se llevan a cabo durante un brote de enfermedad in-
cluyen muestras clinicas a personas. Aqui trataremos
algunos aspectos importantes en la planificacion, recolec-
cion, procesamiento, etiquetado, almacenamiento y trans-
porte de muestras clinicas humanas.

La confirmacién por laboratorio de un agente etiologico es
un componente critico de una investigacion de brote exito-
sa. Por esta razon, es importante recordar que la capaci-
dad de un laboratorio de identificar exitosamente un paté-
geno depende de una adecuada recoleccion y transporte
de las muestras. (10)

Planificacion de la recoleccion de muestras clinicas huma-
nas.

Cuando inicialmente se informa de una sospecha de bro-
te, los datos clinicos y epidemiolégicos debieran usarse
para limitar el rango de posibles agentes causantes. Una
vez hecho, se debera determinar qué muestras clinicas
son necesarias para realizar un diagnéstico confirmado

por laboratorio.

Recursos adicionales:

Pagina 4

A continuacién se debera seleccionar un laboratorio que
efectle la evaluacion y el analisis. Esto puede determinar-
se en parte segln la(s) prueba(s) necesaria(s). Pruebas
rutinarias de laboratorio, tales como las utilizadas para de-
tectar muestras de Salmonella, pueden llevarse a cabo.
Sin embargo, la capacidad de los laboratorios para evaluar
agentes tales como la toxina del Clostridium botulinum es

mas limitada.

Debido a que cada laboratorio tiene pautas propias para la
toma de muestras, todos los aspectos del proceso de toma
de muestras (incluyendo el tipo de muestra, los materiales
necesarios, el procesamiento local o en terreno, transporte
y comunicacion de resultados) deben ser discutidos con el
laboratorio antes de comenzar la toma de muestras.

Los detalles del transporte tales como la entrega de mues-
tras, medios de transporte requeridos, rutas de transito,
requerimientos de embarque, requerimientos de tempera-
tura y la documentacion (es decir, los formularios de la ca-
dena de custodia - ver FOCUS volumen 2, niimero 6 para
mayor informacién) también deberan ser discutidos. Los
requerimientos de empaque y transporte deberan cumplir
con las regulaciones nacionales para el transporte de mate-
rial infeccioso y deberan también revisarse con el servicio
de transporte.

Toma de muestras clinicas a personas.

Las muestras deben ser tomadas tan pronto se haya identi-
ficado un brote. Aquellas muestras tomadas prontamente,
especialmente antes de que se hayan administrado antimi-
crobianos a los pacientes, tendran mas posibilidades de
mostrar el patégeno.

Sin embargo, en algunas situaciones, la toma de muestras
una vez que la persona se ha mejorado de la enfermedad
puede ser igualmente importante, porque la presencia de
anticuerpos en suero después de la recuperacion pueden
confirmar si la enfermedad o infeccion de una persona es-

taba, efectivamente, relacionada con el brote en cuestion.

Antes de obtener muestras clinicas de personas, es impor-
tante explicar el objetivo y procedimiento al paciente-caso.
El investigador debera obtener una cantidad suficiente de
muestra y manejarla con cuidad porque esta podria ser la
Unica oportunidad de obtener una muestra durante el bro-
te. La muestra debe ser recolectada adecuadamente para
asegurar que el patdégeno o agente infeccioso puede ser
recuperado de manera viable. Nuevamente, es importante

World Health Organization. Guidelines for the collection of clinical specimens during field investigations of outbreaks,
2000. http://www.who.int/csr/resources/publications/surveillance/WHO CDS CSR EDC 2000 4/en/.

CDC. Guidelines for specimen collection. http://www.cdc.gov/foodborneoutbreaks/guide sc.htm.
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enfatizar que la comunicacién con el labo-
ratorio antes de la toma de muestras es
critica para asegurar una técnica de toma
de muestras adecuada, mantener la mues-
tra, y permitir un diagnostico y decisiones
de tratamiento adecuados. Por ejemplo, no
es aconsejable obtener la mayoria de los
cultivos de hongos con hisopos o palitos de
algodoén porque las fibras del algodon pue-
den interferir con la interpretacion de los
resultados (10).

Una técnica de toma de muestras adecua-
da también es importante porque de otro
modo el laboratorio podria rechazar la
muestra. Por ejemplo, si hay una cantidad
insuficiente o contaminacion con otros li-
quidos corporales, el laboratorio podria no
ser capaz de procesar la muestra (10).

Rotulado e identificacion de muestras clini-
cas humanas

Mas del 70% de la informacion utilizada
por el personal clinico para diagnosticar y
tratar a un paciente se deriva de las prue-
bas de laboratorio. Por esta razon, el ase-
gurar que las muestras estén debidamente
rotuladas al momento de la toma es esen-
cial. La identificacion errénea de una
muestra lleva a la identificacion equivoca-
da del paciente, lo que puede llevar al diag-
nostico y tratamiento inadecuados (11).

Si bien, distintos laboratorios tienen distin-
tos requisitos, por lo general, las etiquetas
deben estar pegadas al contenedor de la
muestra y deberan incluir el nombre del
paciente (nombre y apellido para evitar
confusioén); un numero Gnico de identifica-
cion, fecha, hora y lugar de la toma, tipo de
muestra, lugar anatémico especifico de
cultivo (para validar la muestra y para ayu-
dar a seleccionar el medio adecuado); y el
nombre de la persona que tomo la mues-
tra. Pese a que los laboratorios manejan
todas las muestras como potencialmente
infecciosas, aquellas muestras que se sabe
contienen un patoégeno especialmente peli-
groso deben ser claramente marcadas co-
mo tales.

Un formulario de la investigacién de caso
con informacion correspondiente debe ser
completado para cada muestra al momen-
to de la toma y retenido por el equipo de
investigacion para efectos de referencia. Y,

por cierto, toda la informacion anterior
debe ser impresa de manera legible.

Almacenamiento y transporte de mues-
tras clinicas humanas

Las muestras deben ser almacenadas
adecuadamente antes y durante su
transporte para mantener su integridad.
Debido a que los microorganismos son
seres vivos, las condiciones ambienta-
les pueden afectar su mantenimiento y
supervivencia.

Si se multiplican o mueren durante la
toma, transporte, o almacenamiento ya
no representan exactamente el proceso
de enfermedad en la persona a quien
se le ha tomado la muestra (10). Por
esta razén, el almacenamiento en un
medio apropiado y el mantenimiento de
una temperatura adecuada son crucia-
les.

Los requisitos dependen del tipo de
espécimen y la muestra, y deben ser
determinados en consulta con el labora-
torio antes de que comience la toma de
muestra.

La mayoria de las muestras (a excep-
cion de las heces) deben ser transporta-
das en contenedores estériles (10). Las
muestras que se transporten en conte-
nedores inapropiados (por ejemplo, un
contenedor no estéril cuando se requie-
re esterilizacion) pueden ser rechaza-
das por el laboratorio.

Todos los contenedores de muestras
deben cerrarse firmemente. Los labora-
torios pueden rechazar una muestra si
aparecen signos de goteo o drenaje, ya
gue esto podria exponer potencialmen-
te al personal del laboratorio a sus con-
tenidos (10).

El empaque de muestras clinicas debe
cumplir con las regulaciones postales y
comerciales para el transporte de mate-
riales infecciosos. Estas regulaciones
dependen del tipo de transporte (por
ejemplo, terrestre o aéreo) y deben ser
determinadas en consulta con el labo-
ratorio y transportador antes de la toma
de muestras.

Finalmente, el laboratorio que recibe
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Glosario

Fomites: Articulos que
causan infeccion a otros
porque han sido contami-
nados por organismos pa-
togenos (12). Un ejemplo
de fomite es una superficie
ambiental, como un escri-
torio 0 meson, que puede
ser limpiado para detectar
la presencia de un agente
infeccioso.

Electroforesis en gel de
campo pulsado: La electro-
foresis es la separacion de
sustancias lograda me-
diante la aplicacion de un
campo eléctrico sobre
muestras en una solucion.
La técnica del gel en cam-
PO pulsado se usa con
moléculas grandes y se
realiza en un gel que retar-
da la migracion de molécu-
las dependiendo del tama-
no molecular (13).

debe ser notificado del envio
pendiente antes de su trans-
porte.

Resumen

Esta edicion ha tratado de las
formas en que las muestras
clinicas y medioambientales
pueden otorgar informacion
valiosa en una investigacion
de brote, y la importancia de
una toma de muestras apro-
piada y a tiempo.

Las siguientes ediciones de
FOCUS discutiran en mas deta-
lle que ocurre después de que
se ha tomado una muestra y
ha sido enviada al laboratorio,
y que tipo de diagnosticos de
laboratorio pueden ser utiliza-
dos para ayudar a identificar
un agente sospechoso en un
brote.
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®  AFILIACION: PROXIMOS TEMAS

O por correo a:

CORREO ELECTRONICO:

¢ Podemos contactar por correo electronico a sus colegas?: Si es asi,

por favor incluya su correo electrénico a continuacién

e Diagnostico de laboratorio: un repaso
general

e Diagnostico de laboratorio: técnicas

moleculares

e Diagnéstico de laboratorio en

Por favor enviar por fax a: (919) 919-843-5563
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